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HIV‐1  diagnosis  is  increasing  in  immigrants  residing  in  Spain.  This  fact  is 
changing  the  current  situation  of  the HIV  epidemic  in Madrid  and  affecting  both 
traditional  and molecular  epidemiology.  The  Community  of Madrid  represents  a 




In  this Thesis, different  studies  focusing on  the  impact at diverse  levels of  the 
presence  of  HIV‐positive  immigrants  in Madrid  are  presented.  A  combination  of 
molecular, phylogenetic and demographic approaches was used. According to the 
results,  HIV‐infected  patients  in  this  cohort  in  Madrid  presented  very  different 
profiles  according  to  their  geographical  origin.  Subjects  from  sub‐Saharan Africa 
showed  a  more  advanced  immunodeficiency,  co‐existence  of  parasitic  diseases, 
and  a  HIV‐1  infection  caused  by  a  large  diversity  of  non‐B  and  recombinant 
variants.  They  also  presented  an  increasing  prevalence  of  transmitted  drug 
resistance  among  those  who  remained  untreated.  In  addition,  the  mutational 
pattern differed across groups, reflecting the influence of the treatment strategies 
in their countries of origin. On the other hand, autochthonous and Latin American 
HIV‐positive  populations  were  more  similar,  showing  both  of  them  decreasing 
rates  of  transmitted drug  resistance. Nevertheless,  these  factors did not  seem  to 
have an  influence on  the antiretroviral  treatment effectiveness. HIV  transmission 
networks were also described, showing that one out of  five HIV‐infected patients 
was epidemically  linked. The probability of  inclusion  in these networks was high 
for  Spaniards  and  Latin  Americans  but  quite  low  for  sub‐Saharan  Africans.  This 
determined  also  different  trends  for  the  HIV  transmission  across  viral  variants. 
The increasing presence of diverse HIV variants, especially recombinants, impaired 
the performance of different  computational  tools widely used  in clinical  settings, 
since they misinterpreted the great variability that HIV‐1 clades naturally present.  
In  summary,  different  approaches  for  the  study  of  HIV  sequences  generated 
routinely are powerful and very valuable tools that, together with epidemiological 
and  clinical  surveillance,  can  reveal  crucial  knowledge  for  designing  prevention 




































dentro  de  la  familia  de  los  retrovirus  humanos  (Retroviridae)  y  perteneciente  al 





virión  está  constituido  por  una  envoltura  externa  (bicapa  lipídica)  en  la  cual  se 
insertan  la  glicoproteína  de  superficie  gp120  y  la  glicoproteína  transmembrana 
gp41. Bajo la envoltura se sitúa la matriz proteica, y en el interior se encuentra la 
cápside.  Dentro  de  ésta    se  localizan  tanto  las  enzimas  virales  como  el material 
genético  del  virus,  constituido  por  dos  cadenas  sencillas  de  ARN  de  polaridad 









gag,  que  codifica  principalmente  las  proteínas  estructurales  que  conforman  la 
matriz,  la  cápside  y  la  nucleocápside;  b)  la  región  pol,  que  codifica  las  enzimas 
responsables  de  la  maduración  (proteasa,  PR),  de  la  transcripción  inversa 
(transcriptasa  inversa, TI)  y de  la  integración  (integrasa);  y  c)  la  región env,  que 
codifica el precursor de  las glicoproteínas de  la envoltura. Además, en el genoma 
del VIH‐1 hay otros seis genes adicionales (tat, rev, nef, vif, vpr y vpu) que codifican 










transcripción  inversa  del  ARN  genómico  viral  y  formación  del  ADN 
complementario  de  doble  cadena  mediado  por  la  TI;  4)  transporte  del  ADN  al 
núcleo celular e integración en el genoma de la célula hospedadora por la acción de 




parte  de  la  membrana  de  la  célula  huésped;  7)  maduración  por  la  acción  de  la 

















región,  que  representa  solo  el  12%  de  la  población mundial.  A  pesar  de  ello,  el 
número  total  de  nuevas  infecciones  por  el  VIH  en  África  subsahariana  ha 
 










Europa  se  da  en  hombres  que  tienen  sexo  con  hombres  (HSH)  seguido  por 









entre  HSH,  que  suponen  el  46%  de  los  nuevos  diagnósticos  en  2010  (SINIVIH, 










38%  de  los  nuevos  diagnósticos  de  infección  por  el  VIH  se  realizó  en  personas 
originarias de otros países. Este porcentaje fue aún mayor (47%) en la Comunidad 
de  Madrid  (Díez  et  al.,  2011),  donde  el  16,7%  de  la  población  es  de  origen 
inmigrante.  En  muchos  países  de  nuestro  entorno,  los  inmigrantes  también 
representan un porcentaje cada vez mayor entre la población infectada por VIH. En 
todos  ellos,  la  epidemia  entre  los  inmigrantes  es,  comparada  con  los  pacientes 
autóctonos,  más  joven,  con  mayor  representación  femenina,  y  de  transmisión 
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preferentemente  heterosexual,  y  afecta  sobre  todo  a  personas  procedentes  del 
África subsahariana. En España, la procedencia de los inmigrantes es más variada y 
tiene  algunas  diferencias  con  otros  países  de  Europa.  Tras  la  comunidad 










siempre  conlleva  algún  grado  de  desestructuración  del  entorno  de  las  personas 
debido  al  desarraigo,  estigmatización,  precariedad  laboral  y  dificultades  de 
adaptación. Además, muchos de los inmigrantes en Europa provienen de regiones 




Una  de  las  principales  características  del  VIH  es  su  gran  heterogeneidad 
genética, debida a la combinación entre su alta replicación y a sus elevadas tasas de 
mutación  y  recombinación.  Se  calcula  que  se  producen  y  destruyen  entre  1010  y 
1012  nuevos  viriones  cada  2,5  días,  que  es  el  tiempo  transcurrido  entre 
generaciones  virales  (Perelson  et  al.,  1996).  Mientras  tanto,  por  cada  ciclo 
replicativo  y  genoma  ARN  se  producen,  aproximadamente,  0,3  sustituciones 
nucleotídicas y de 2 a 3 eventos de recombinación (Jetzt et al., 2000; Zhuang et al., 
2002).  Las  mutaciones,  incluyendo  inserciones  y  deleciones,  permanecen  en  el 
genoma  debido  a  que  la  TI  carece  de  actividad  correctora  de  errores,  siendo 
incapaz  de  eliminar  los  nucleótidos  erróneamente  incorporados  durante  la 








relacionados  pero  no  iguales.  Esta  estructura  poblacional,  llamada  “cuasiespecie 
viral”,  se  caracteriza  por  un  proceso  constante  de  generación  de  mutantes, 
competición  entre  ellos  y  selección  positiva  y/o  negativa.  Estos  procesos  tienen 
como resultado la dominancia del genoma o genomas con mayor eficacia biológica 
o  fitness  (variante  mayoritaria)  rodeado  de  un  amplio  espectro  de  mutantes 
(variantes minoritarias)  con  un  extenso  rango  de  fenotipos  (Briones  y Domingo, 
2008). De hecho, en teoría, todas estas variantes circulantes pueden integrarse en 
forma  de  provirus  en  las  células  y  así  estar  representadas  en  el  reservorio  de 
linfocitos  latentemente  infectados.  Si  el  medio  que  les  rodea  (intra‐paciente) 
cambiase, por ejemplo por la respuesta inmune o la exposición a fármacos ARV, se 
seleccionaría por  selección positiva  la  variante que  llevara  aquellos  cambios que 
supusieran una ventaja competitiva en esa nueva situación. 
A nivel global, la variabilidad del virus se traduce en la aparición de numerosas 
cepas  (Figura  I.3),  que  son  el  objeto  de  estudio  de  la  epidemiología  molecular. 
Basándose  en  su  homología  genética,  el  VIH  se  clasifica  en  dos  tipos:  1  y  2 
(Robertson et al., 2000). A su vez, el VIH tipo 1 (VIH‐1), que es el dominante en la 
pandemia  y  más  patogénico  y  transmisible  que  el  VIH‐2,  se  divide  en  cuatro 
grupos: M  (main o  principal),  N  (no‐M,  no‐O),  O  (outlier  o  atípico)  y  P.  El  VIH‐2 
(que  incluye  8  grupos,  A‐H),  así  como  los  grupos  N,  O  y  P  del  VIH‐1,  están 
restringidos  a  África  occidental  y  central  o  a  casos  aislados  originarios  de  esa 
región.  Solo  el  VIH‐1  grupo  M  se  ha  expandido  desde  África,  el  origen  de  la 







CRF  cuando  al  menos  tres  muestras  no  relacionadas  epidemiológicamente  son 
monofiléticas  (es  decir,  forman  una  agrupación  filogenética  consistente)  y 
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presentan  igual  patrón  de  recombinación  a  lo  largo  de  su  genoma.  Hasta  el 
momento se han descrito 51 CRF distintos (el Anexo II muestra  la estructura de 
los  CRF  nombrados  en  esta  Tesis).  El  resto  de  recombinantes,  conocidos  como 
Formas  Recombinantes  Únicas  o  URF,  son  aquellos  encontrados  aisladamente  y 
cuyos  puntos  de  recombinación  a  lo  largo  del  genoma  son  diferentes  de  los 
encontrados  en  los  CRF.  Si  los  URF  se  transmiten  sucesivamente  y  se  extienden 
entre  la población, pueden dar  lugar a nuevos CRF. De hecho, ante el  incremento 






es heterogénea  (Hemelaar et al.,  2011)  (Figura  I.4).  En África  central,  por  ser  el 
epicentro  de  la  pandemia,  coexisten  gran  número  de  variantes.  Mientras,  en  el 
resto  del  mundo  la  distribución  del  VIH  es  probablemente  debida  a  diferentes 
fenómenos de efecto fundador, es decir, la expansión de una variante concreta por 
ser la primera en llegar. Así, el subtipo C predomina en África del sur y oriental y 
también en  la  India,  el  subtipo A en  los países de  la  antigua Unión Soviética y el 
recombinante  CRF01_AE  en  el  sudeste  asiático.  En  las  áreas  más  desarrolladas, 
como Europa occidental y Norteamérica, el subtipo B es el predominante, y aunque 
supone solo el 11% de las infecciones por VIH‐1 a nivel mundial, es la variante más 
estudiada  y  utilizada  como  modelo  para  el  diseño  y  desarrollo  de  fármacos, 
vacunas,  ensayos  diagnósticos,  y  gran  parte  de  la  investigación  básica.  En 












Una de  las  consecuencias del  aumento en  la  inmigración y otros movimientos 
poblacionales ha sido la introducción de variantes no‐B en las zonas con recursos 
desde  regiones  en  desarrollo.  De  hecho,  su  presencia  es  cada  vez mayor  en  los 
países desarrollados tras su introducción y posterior expansión en pacientes tanto 
inmigrantes  como  autóctonos.  La  proporción  de  subtipos  no‐B  y  recombinantes 
entre los nuevos diagnósticos varía entre los países, alcanzando incluso el 50% en 
Francia  o  Bélgica  (Frange  et  al.,  2008;  Vercauteren  et  al.,  2009;  Brennan  et  al., 






















el  diseño  de  fármacos  ARV  que  bloqueen  su  replicación.  Dos  de  las  enzimas 
fundamentales que intervienen en el mismo, la transcriptasa inversa y la proteasa 
(pasos  3  y  7,  respectivamente,  en  la Figura  I.2),  han  sido  elegidas  como  dianas 
moleculares  idóneas para  las primeras  familias de  fármacos ARV, que se podrían 
denominar  como  “clásicas”:  inhibidores  de  la  transcriptasa  inversa  análogos 
(ITIAN) o no análogos de nucleós(t)idos (ITINAN) e inhibidores de la proteasa (IP). 




I.2).  Estas  nuevas  familias  se  utilizan  como  tercer  fármaco  alternativo.  Así,  se 
dispone  de  un  total  de  6  familias  de  fármacos  aprobadas  en  España  (GeSIDA, 
2012), lo que supone un gran arsenal terapéutico de ARV.  
Sin  embargo,  el  TARGA  es  incapaz  de  erradicar  la  infección  porque  el  VIH 
permanece  latente  en  reservorios  celulares  en  los  que  elude  tanto  la  respuesta 
inmunitaria como la acción de los fármacos. Esto implica la necesidad de mantener 
el  tratamiento  de  por  vida,  lo  que  entraña  un  elevado  riesgo  de  incumplimiento 
terapéutico y, por consiguiente, de resistencia farmacológica. No obstante, gracias 










VIH/ml  (1,7  logaritmos). Esta cifra es el  límite de detección de  la mayoría de  las 
técnicas  (si bien  las más modernas detectan hasta 20 copias/ml) y  con  la que se 
asume  que  no  se  seleccionan  mutaciones  de  resistencia.  El  otro  parámetro 
utilizado para el seguimiento de la infección es el número de linfocitos T CD4+ en 
sangre.  Éste  es  el  marcador  principal  del  riesgo  de  progresión  clínica  y  de  la 
necesidad del  TARGA.  La  restauración  inmunológica,  en  términos  de  incremento 
de los niveles de CD4+, es otro objetivo del tratamiento (GeSIDA, 2012).  
Debido  a  la  estructura  en  cuasiespecie  del  virus  y  a  la  imposibilidad  de  la 






la  actividad  del  ARV.  No  obstante,  no  todas  las  mutaciones  tienen  la  misma 
importancia.  Para  cada  fármaco,  especialmente  para  los  IP,  existen  mutaciones 





para  prácticamente  cada  aspecto  de  la  epidemia.  En  cuanto  al  diagnóstico,  hace 
unos  años  ciertos  inmunoensayos,  basados  en  el  subtipo  B,  eran  incapaces  de 
detectar determinadas variantes del VIH, por  lo que algunos pacientes quedaban 






eficientes  (Aghokeng  et al.,  2009).  El  seguimiento  de  la  enfermedad mediante  la 
estimación de  la  carga viral  también  se ve afectado por  la  variabilidad viral,  que 
pone  a  prueba  las  sondas  específicas  con  las  que  estas  técnicas  detectan  al  VIH. 
Esto provoca que en ocasiones sean incapaces de cuantificar ciertas variantes o las 
cuantifiquen  a  la  baja  (Rouet  et  al.,  2007).  Además,  la  carga  viral  con  distintas 
técnicas es a veces discordante al analizar variantes no‐B (Holguín et al., 2008b). 
17 
En  cuanto  a  la  implicación  de  la  diversidad  viral  con  el  tratamiento,  ciertas 
variantes no‐B presentan sustituciones específicas en codones relacionados con el 
desarrollo  de  resistencias  a  los  ARV  (Kantor  y  Katzenstein,  2003)  que  pueden 
alterar  la  aparición  de  mutaciones  de  resistencia  en  esas  posiciones  o  en  otras 
 
La diversidad del VIH es el mayor  impedimento para el diseño de una vacuna 
global  y  eficaz.  Dentro  del  paciente,  el  rápido  escape  viral,  por  medio  de 
sustituciones,  inserciones  y  deleciones  de  nucleótidos  y  el  uso  de  escudos  de 
glicano,  dificulta  la  identificación  de  epítopos  que  puedan  ser  objetivo  de 
anticuerpos  neutralizantes  o  de  linfocitos  T  citotóxicos.  Además,  a  nivel 
poblacional, la cocirculación de múltiples cepas en la misma zona es una dificultad 
añadida, puesto que el objetivo actual es la creación de vacunas específicas para las 
variantes  circulantes  en  cada  región,  dada  la  imposibilidad  de  desarrollar 
inmunidad  frente  a  un  amplio  rango  de  variantes  (Barouch,  2008;  Korber  y 
Gnanakaran, 2009).  Los  estudios de epidemiología molecular del VIH‐1 en  zonas 
concretas  cobrarían  gran  importancia  para  conocer  con  detalle  y  rigurosidad  la 
variabilidad geográfica del virus antes del diseño de dichas vacunas. 
Según  varios  estudios  (revisados  en  Pant  Pai  et  al.,  2012)  los  pacientes 
infectados por el subtipo D presentan, en ausencia de tratamiento, una progresión 
acelerada  a  sida  y  un  mayor  deterioro  cognitivo  que  los  infectados  por  otros 
subtipos.  Algunos  trabajos  incluso  apuntan  a  una  tasa  de  transmisión  del  virus 
diferente  según el  subtipo  (Kiwanuka et al.,  2009). Por último,  la  recombinación, 
fenómeno muy frecuente en el VIH como ya se ha comentado, parece ser también 




adyacentes,  bien  acelerando  su  emergencia  (Brenner  et  al.,  2006)  o  bien 








Por  todo  lo  anterior,  la  adecuada  detección  y  descripción  de  las  variantes  del 
VIH‐1  en  cohortes  representativas  es  esencial.  Para una  correcta  clasificación de 
estas  variantes  del  VIH‐1  el  análisis  filogenético  es  el  único  método  totalmente 




de  mutaciones  que  el  virus  necesita  acumular  para  desarrollar  resistencia)  de 
algunos  fármacos  IP  (Van de Vijver et al.,  2005)  y  afectar  a  la  afinidad de unión 
entre fármaco y sustrato (Kinomoto et al., 2005). A pesar de todo esto, la potente 
terapia  antirretroviral  combinada  disponible  en  los  países  desarrollados  parece 
obtener buena respuesta virológica e inmunológica en todos los subtipos (Holguín 
et al., 2006a; Geretti et al., 2009). No obstante, es en las zonas donde las variantes 
no‐B del VIH‐1  son mayoritarias donde no  siempre  se dispone de  los  regímenes 
más potentes del TARGA o éstos no son dispensados de forma universal y continua, 
lo que dificulta el éxito terapéutico. Por ello, se necesita continuar el estudio de la 
eficacia  de  los  ARV  con  un  mayor  número  de  pacientes  infectados  por  cada 
variante, comenzando por las más frecuentes. 
Por  último,  la  variabilidad  entre  las  distintas  cepas  del  virus  dificulta  el 
rendimiento  de  diversas  herramientas  informáticas  de  amplia  utilización  y  uso 
durante la monitorización de la infección por VIH por estar basadas en el subtipo 
B.  Ejemplos  de  estas  herramientas  son  los  algoritmos  de  interpretación  de 























en pacientes  infectados por VIH diagnosticados en Madrid  según  su  lugar de 
nacimiento, especialmente en los procedentes del África subsahariana. Evaluar 
la  eficacia  del  tratamiento  antirretroviral  en  estos  pacientes  tras  un  año  de 
seguimiento. 




inmigrante  residente  en Madrid mediante  el  uso  de  análisis  filogenéticos  de 
pol secuencias  del virus. 
4. Evaluar  la  influencia  de  la  introducción  de  variantes  no‐B  del  VIH‐1  en  la 
utilidad  de  distintas  aplicaciones  informáticas  ampliamente  utilizadas  por 






























La  población  inmigrante  empadronada  en  la  Comunidad  de  Madrid 
representaba en 2010 el 16,7% de la población: 7,2% provenían de Latinoamérica, 
6,1%  de  otros  países  de  la  UE,  1,7%  eran  africanos  y  el  resto  de  otras  regiones 
(INE, 2011). En la población infectada por VIH, estos porcentajes son aún mayores, 
puesto  que  en  2009  las  personas  inmigrantes  supusieron  el  47%  de  los  nuevos 
diagnósticos  en  esta  Comunidad  (Díez  et  al.,  2011):  32%  latinoamericanos,  7% 
africanos subsaharianos y 8% de otras regiones. Con frecuencia, los inmigrantes se 
enfrentan  a  graves  obstáculos  para  recibir  atención  médica  debido  a  barreras 









población  son  endémicas  infecciones  como  la  tuberculosis  y  otros  patógenos 
específicos  de  los  Trópicos.  La  población  africana  infectada  por  VIH  que  vive  en 
países occidentales ha sido objeto de estudio por las mencionadas particularidades 
socio‐culturales. Algunos trabajos han evaluado la eficacia del tratamiento ARV en 
estos  pacientes  comparándolos  con  población  autóctona  infectada  por  el  VIH  en 
función  de  su  procedencia,  raza  o  del  subtipo  del  virus.  Estos  son  factores 
íntimamente  relacionados entre  sí  y por  tanto difíciles de  analizar por  separado. 
Aunque la mayoría de estos estudios no ha encontrado diferencias, un trabajo en 
EE. UU. obtuvo una peor respuesta al  tratamiento (expresada en probabilidad de 
alcanzar  CV  plasmática  indetectable)  en  pacientes  de  raza  negra  frente  a 
caucasianos  (Weintrob  et  al.,  2009).  Diferentes  estudios  han  comparado  la 
población  según  el  subtipo  viral,  lo  que  habitualmente  incluye  a  los  pacientes 
subsaharianos entre los infectados por formas no‐B. Pese a que ninguno encontró 










muestras  reactivas  fueron  confirmadas mediante  un western  blot de  lisado  viral 
 
En este primer capítulo se analizan las características clínicas y epidemiológicas 
y  la  naturaleza  genética  de  las  variantes  del  VIH‐1  en  una  cohorte  de  pacientes 
subsaharianos diagnosticados de VIH‐1 durante un período de 3 años (2005‐2007) 
en  la  consulta  de  Enfermedades  Tropicales  del  Hospital  Carlos  III  de Madrid.  Se 
incluyó un grupo control, formado por todos los pacientes infectados por VIH‐1 no 
africanos diagnosticados en ese periodo de  tiempo en dicha  consulta. El objetivo 





todos  los  pacientes  con  diagnóstico  serológico  positivo  de  VIH‐1 mayores  de  18 
años que acudieron a la consulta de Enfermedades Tropicales desde enero de 2005 
hasta  diciembre  de  2007.  Se  registraron  los  datos  demográficos,  clínicos  y  de 
laboratorio  según  los  informes  médicos.  Los  diagnósticos  se  realizaron  en  el 
Servicio  de  Microbiología  del  Hospital  Carlos  III.  Se  definió  la  “eosinofilia  total” 
(marcador asociado a la infección por helmintos) como un recuento mayor de 0,7 
eosinófilos/µl,  y  “eosinofilia  relativa”  cuando  ese  recuento  fue  menor  de  0,7 
eosinófilos/µl pero superior al 7%. La IgE se consideró elevada cuando superó las 
200 UI/ml. Los pacientes diagnosticados con VIH‐1 en 2005 y 2006 que iniciaron 













Las  alícuotas  de  plasma  fueron  separadas  de  las  células  sanguíneas  en  las  4 









35  ciclos  a  94ºC durante 30s,  52ºC durante 30s  y 72ºC durante 2m30s,  con una 
extensión final a 72ºC, 10m. Los cebadores usados en la secuenciación de gag­pol 
fueron 693D,  1309D,  1333R, RT4m y Prot4.  Cuando gag  y pol  fueron  analizados 
por separado, gag fue amplificado parcialmente (515pb, posiciones 1754–2269 en 
HXB2)  utilizando  los  cebadores  externos  Cliv1  y  Cliv2  y  los  internos  ClivN1,  y 
ClivN2.  Por  su  parte,  las  secuencias pol,  de  las  que parte  ya  se  habían publicado 
(Holguín et al.,  2008a),  incluían en  todos  los  casos  la  región codificante de  la PR 
 
Diagnóstico de otras enfermedades infecciosas 
Todos  los  pacientes  africanos  fueron  examinados  en  busca  de  infecciones 
endémicas  de  sus  regiones  de  origen.  Para  serología  de  microfilarias,  filarias, 
Schistosoma y la tripanosomiasis africana se empleó microscopía de deposiciones, 
sangre y muestras de piel. En el caso de eosinofilia total o relativa y/o IgE elevada 








completa  (297pb)  y  parte  de  la  TI  (codones  1‐247  en  los  casos  en  que  se  usó 
Trugene  [Siemens,  Barcelona]  o  codones  1‐335  cuando  se  usó  Viroseq  HIV‐1 
Genotyping System [Celera Diagnostic, La Alameda, EE. UU.]). La secuenciación de 
pol  se  realizó usando  los  cebadores Prot3, RT4m y A35. La  región codificante de 
gp41 completa (1036pb, posiciones 7759‐8795 en HXB2) se amplificó usando los 
cebadores  externos  7655D  y  9064R,  y  los  internos  7662D  y  8992R.  Las 
condiciones fueron:  incubación a 94ºC durante 2m, 35 ciclos a 94ºC durante 40s, 
43ºC durante 40s y 72ºC durante 2m, con una extensión final a 72ºC, 10m. Para la 
PCR  anidada,  se  utilizaron  las  mismas  condiciones  con  la  hibridación  de  los 





Cebador  Posición1   Uso2  Secuencia (5’­3’) 









1309D 1309‐1334  S  GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC CCA C 




























Prot4 2620‐2650  S  AAT GCT TTT ATT TTT TCT TCT GTC AAT GGC 









C CTA ACT CTA 43ED 8371‐8401  S  GCG ACT AGT GAG TAT CCC TG
Cliv2  2256‐2275  P  CGC TGC CAA AGA GTG ATC T 
ClivN2  2249‐2269  P  AAA GAG TGA TCT GAG GGA AG 
1 Posición en el genoma VIH‐1 de acuerdo con la secuencia de referencia HXB2 (número de 











que  fueron  descargadas  de  la  base  de  datos  del  Laboratorio  Nacional  de  Los 
Álamos de EE. UU. (Anexo I). Se tomó como raíz la secuencia YBF30, perteneciente 
al  grupo  N  del  VIH‐1.  Las  secuencias  se  alinearon  usando  el  programa  ClustalX 
versión 2.0.11 (Anexo I). La topología del árbol filogenético se obtuvo mediante el 
método  de  unión  por  vecindad  (neighbour­joining),  calculando  la  matriz  de 
distancias con el modelo de sustitución nucleotídica de dos parámetros de Kimura, 
usando  el  paquete  informático  PHYLIP  (Anexo  I).  Para  comprobar  la  robustez 
estadística  del  árbol,  se  aplicó  un  remuestreo  tipo  bootstrap  con  1.000 
repeticiones. Sólo se consideró fiable la caracterización de cada variante cuando el 
valor  del  bootstrap  fue  superior  a  700.  Se  consideraron  como  “subtipos  puros” 





Las  diferencias  entre  variables  categóricas  fueron  analizadas  utilizando  la 





Se  identificaron  278  nuevos  diagnósticos  de  VIH‐1  entre  2005  y  2007,  de  los 
que  188  (67,6%)  eran  no  africanos  y  90  (32,4%)  africanos  subsaharianos.  Estos 






Entre  los  pacientes  no  africanos  (grupo  control),  129  eran  europeos  (116 
españoles,  5  de Portugal,  2  de  Francia,  2 de  Inglaterra  y  4  de  otros  países)  y 59 
latinoamericanos  (15  de  Ecuador,  13  de  Brasil,  7  de  Perú,  4  de  Cuba,  3  de 
Argentina, Chile y Colombia, 2 de Bolivia, México y Paraguay y 5 de otros países). 





























































































Ac VHC ‐positivos 11,1  0  0,9 0,003 
<Tuberculosis (%) 
ecciones bacterianas (%) 




















Los  africanos  y  los  europeos  mostraron  una  edad  similar,  que  fue 
significativamente superior a la de los latinoamericanos. Comparados con el resto, 
los  africanos  tenían mayor  representación  femenina  (58% y 12%; P<0,001),  una 
mayor  tasa  de  infección  por  contacto  heterosexual  (90%  y  24%;  P<0,001)  y 
presentaban  un  estadio  clínico  CDC  más  avanzado.  El  9,3%  de  las  mujeres 
africanas en edad  fértil  estaban embarazadas. La  representación de cada sexo, el 
estadio  CDC,  la  CV  basal  o  las  comorbilidades  no  difirieron  entre  europeos  y 
latinoamericanos. 
Los europeos tenían un mejor estado inmunológico tanto por recuento de CD4+ 
(375 céls CD4+/µl)  como por porcentaje de CD4+ en el  total de  linfocitos  (20%) 
comparados con africanos (270 céls/µl y 13%; P<0,05 en ambas comparaciones) y 




se  encontró  en  europeos  (20,5%)  y  la  menor  en  africanos  (4%).  Además,  la 
enfermedad definitoria de sida más frecuente fue la tuberculosis, afectando al 64% 
de los diagnosticados de sida africanos y al 27% de no africanos (P=0,008). Otras 
enfermedades  definitorias  de  sida  encontradas  en  los  90  pacientes  africanos 
fueron: sarcoma de Kaposi (n=4 pacientes), citomegalovirus (n=3), neumonía por  
Pneumocystis  jiroveci  (n=2),  candidiasis  esofágica  (n=2),  toxoplasmosis  cerebral 
(n=2), leucoencefalopatía multifocal progresiva (n=1) y síndrome wasting (n=1). 
Infecciones concomitantes en el momento del diagnós ico de VIH­1 
La  prevalencia  de  coinfecciones  de  VIH‐1  con  el  virus  de  la  hepatitis  B  fue 
similar  entre  los  grupos  (Tabla  1.2).  Sin  embargo,  no  hubo  coinfecciones  con 
hepatitis C entre los 59 latinoamericanos, probablemente debido a la ausencia de 
ADVP  entre  ellos.  La  tasa  de  pacientes  africanos  y  europeos  con  infecciones  de 
transmisión  sexual  (ITS)  fue  similar,  siendo  éstas  más  frecuentes  entre  los 
latinoamericanos.  Una  mayor  proporción  de  pacientes  africanos  presentaron 
infecciones bacterianas, incluyendo infecciones del tracto urinario (n=7 pacientes), 








Todos  los  pacientes  (africanos  y  no  africanos)  con  sospecha  de  infección  por 
protozoos y/o helmintos  fueron examinados.  La  eosinofilia  total  y  la  IgE elevada 
fueron comunes entre los africanos (17% y 58%, respectivamente), presentando el 
29%  de  ellos  eosinofilia  relativa.  Las  infecciones  parasitarias  fueron  más 
frecuentes  en  los  africanos  (51%)  que  en  los  no  africanos  (5%)  examinados  en 
busca de parásitos (Tabla 1.3). Los africanos parasitados mostraron una mediana 
de CD4+ menor que los no parasitados (238 y 303 céls/µl; P=0,028). El recuento de 
CD4+  resultó  inversamente  proporcional  al  número  de  infecciones  parasitarias 
(r=‐0,32;  P=0,005)  y  directamente  proporcional  al  número  total  de  eosinófilos 
(r=0,36; P=0,001). La eosinofilia total, la eosinofilia relativa y el título de IgE fueron 
significativamente  mayores  en  los  pacientes  africanos  con  infección  helmíntica 




































Se  diagnosticó  la malaria  en  13  africanos  (14,4%),  12  de  ellos  infectados  por 
Plasmodium  falciparum  y  uno  por  P.  malariae.  Presentaron  una  viremia  VIH‐1 
significativamente mayor  (4,9 y 4,2  log copias ARN‐VIH/ml; P=0,037) y recuento 





La Tabla 1.4 muestra  el  número y porcentaje de pacientes  infectados por  los 
distintos subtipos y recombinantes del VIH‐1 en nuestra población de estudio. El 
subtipaje del VIH‐1 se pudo realizar en alguna región genética del virus en el 73% 
de  los  casos  en  africanos  y  en  el  66,5%  de  no  africanos.  El  resto  no  pudo  ser 
Respuesta al TARGA en pacientes africanos frente a no africanos 
En  la  primera  visita,  un  mayor  número  de  africanos  que  de  no  africanos 
presentaron criterios para comenzar el TARGA (72% y 56%; P=0,024). En 2005 o 
2006, 61 no africanos y 29 africanos comenzaron el tratamiento. En los africanos, 





Tras  un  año  de  seguimiento  después  del  inicio  del  TARGA,  una  proporción 
significativamente  menor  de  africanos  que  de  no  africanos  (41,4%  y  82%; 
P<0,001) consiguió mantener  la CV por debajo del  límite de detección (50 copias 
ARN‐ VIH/ml). Se observó una mediana del aumento en el número de CD4+ similar 
en  los  africanos  y  no  africanos  que  alcanzaron  la  CV  indetectable  tras  el  año  de 
tratamiento (251 y 215 céls/µl; P=0,20). Los africanos presentaron una proporción 
significativamente mayor de pérdidas de seguimiento que los no africanos (41,4% 
y  11,5%;  P<0,001),  pero  ambos  grupos  mostraron  tasas  similares  de  fallos 
virológicos  (18,5%  y  6,6%;  P=0,11).  En  4  de  los  5  casos  de  fallo  virológico  en 





determinado por  fallos  en  la  amplificación por PCR,  probablemente debidos  a  la 
heterogeneidad genética, la falta de muestra de plasma o una CV insuficiente.  













Subtipo B  3 (2/66)  92,3 (36/39)  90,7 (78/86)  <0,001
Formas no‐B  
uros”  











61,5 (32/52)  100 (3/ 75 (3/4)  0,21 


















Los  subtipos  no‐B  “puros”,  con  el  mismo  subtipo  no‐B  en  todas  las  regiones 
analizadas,  se  encontraron  en  el  18,2%  de  los  africanos  y  el  3,2%  de  los  no 












Paciente  País de origen  gag  pol (PR/RT)  gp41 
1  Guinea Ecuatorial  CRF02_AG  CRF02_AG  URF(A) 
2  Guinea Ecuatorial  C  C  C 










02_AG 6  Guinea Ecuatorial  CRF CRF CRF



























14  Kenia  U  CR A 
15  Guinea Ecuatorial  CR CRF02_AG  CR
16  Guinea Ecuatorial  C  C 
F10_CD 
C 








19  Guinea Ecuatorial  −  −  CR






































Paciente  País de origen  gag  pol (PR/RT)  gp41 
27  Guinea Ecuatorial  CRF06_cpx  CRF06_cpx  CRF02_AG 
28  Guinea Ecuatorial  −  C  U 
29  Guinea Ecuatorial  −  A  U 

















36  Guinea Ecua −  CRF11_cpx 
 
U 
37  Guinea Ecuatorial  A  −  U 




40  Guinea E −  CRF02_AG  − 
41  Guinea Ecuatorial  −  CRF02_AG  − 
42  Nigeria  −  CRF02_AG 
G 
− 
43  Guinea Ecuatorial  −  CRF02_A − 
44  Guinea Ecuatorial  −  CRF02_AG  − 







47  Guinea Ecuatori −  URF(A/01) − 
48  Guinea Ecuatorial  −  URF(02/06 − 
49  Costa de Marfil  −  CRF02_AG 
02_AG 
− 
50  Guinea Ecuatorial  −  CRF − 
51  Guinea Ecuatorial  −  CRF02_AG 
 
− 
52  Guinea Ecuatorial  −  F2 − 








56  Guinea Ecuatorial  −  CR − 
57  Camerún  −  CR − 
58  Guinea Ecuatorial  −  G  − 












63  Guinea‐B −  B 
F02_AG 
− 
64  Guinea E −  CR − 
65  Nigeria  −  CRF06_cpx  − 













































































































































































































































































En  este  capítulo  se  comparan  las  características  clínico‐epidemiológicas  y  las 
variantes del VIH‐1 en una gran cohorte de nuevos diagnósticos infectados por VIH 
africanos  frente  a  no  africanos,  durante  un  periodo  de  3  años.  El  número  de 
inmigrantes que  llegan a España ha aumentado significativamente en  los últimos 
15 años, por lo que sus características clínicas son de gran interés y merecen una 
atención  especial.  Los  individuos  VIH  positivos  procedentes  de  países  en 
desarrollo  pueden  presentar  infecciones  inusuales  en  los  países  desarrollados, 
complicando así su asistencia clínica. 





variantes  no‐B  creciente  y  relativamente  alta  (desde  el  15%  al  50%  según  los 
países). En España, una de las vías de llegada de africanos a Europa, las formas no‐
B y recombinantes suponen ya el 10‐15% de las infecciones por VIH‐1, aunque este 
proporción  está  en  aumento  (Holguín  et  al.,  2008a).  En  este  estudio,  se 
encontraron  recombinantes  en  el  79% de  las 75 nuevas  infecciones por no‐B  en 
2005‐2007, lo que indica la gran variabilidad en las cepas de VIH‐1 importadas. 
Como  se  ha  comentado  en  la  introducción  a  esta  Tesis,  la  identificación  de 
subtipos  no‐B  y  recombinantes  del  VIH‐1,  más  allá  de  la  mera  descripción 
epidemiológica, puede influir en la respuesta clínica. Sin embargo, en este estudio 
tanto la respuesta virológica como inmunológica al TARGA fue similar en todos los 




la  respuesta  a  ARV  concretos  para  cada  variante.  Sin  embargo,  sí  que  hubo 
diferencias  en  cuanto  al  nivel  de  interrupciones  del  tratamiento  por  una mayor 
presencia  de  pérdidas  de  seguimiento  en  el  grupo  de  subsaharianos,  el  mismo 
CAPÍTULO 1 
   




(ONUSIDA,  2011),  fue  la  infección  oportunista  más  frecuente  en  el  grupo  de 
inmigrantes africanos de este estudio. También fueron muy frecuentes entre ellos 
las  infecciones  por  helmintos  y  protozoos,  sobre  todo  en  aquellos  con 
inmunodepresión  más  severa.  Otras  infecciones  asintomáticas  pero  relevantes 
encontradas  entre  los  subsaharianos  infectados  por  el  VIH  fueron  filariasis, 
estrongiloidiasis  o  esquistosomiasis.  Estos  datos  apoyan  la  necesidad  de  evaluar 
las  infecciones  parasitarias  en  los  inmigrantes  africanos  VIH  positivos,  incluso 
cuando no presenten eosinofilia. Además,  reafirman  la necesidad de aumentar el 
conocimiento del personal clínico sobre la posible presencia de estos parásitos en 
esta población. La malaria es,  junto con el VIH y  la  tuberculosis, el patógeno más 
importante  que  actualmente  devasta  las  zonas  tropicales.  Se  han  encontrado 
complejas  interacciones  bidireccionales  entre  el Plasmodium  falciparum  y  el  VIH 
(Herrero  et  al.,  2007).  La  malaria  se  asocia  con  una  mayor  carga  viral  de  VIH 




alrededor  del  60%  de  los  adultos  infectados  son  mujeres  (ONUSIDA,  2011). 
Además, un número importante de ellas fueron diagnosticadas de VIH‐1 durante el 
embarazo, como ocurre en otras cohortes (Llenas‐García et al., 2012), remarcando 
la  importancia  de  las  pruebas  de  VIH  prenatales  para  reducir  su  transmisión 
vertical.  Por  su  parte,  el  contagio  por  prácticas  homosexuales  fue  muy  inusual 










replicación  del  VIH,  acelerando  el  curso  de  la  enfermedad.  Por  el  contrario,  la 
infección  por  VIH  parece  aumentar  sólo  ligeramente  el  riesgo  de  parasitemia  y 
manifestación sintomática de  la malaria en adultos  semi‐inmunes en regiones de 
transmisión estable e  importante. Entre  los africanos estudiados se encontró una 
alta  tasa  de malaria  asintomática  sólo  detectable  por  técnicas moleculares,  dado 
que la mayoría de ellos procedían de regiones de África occidental con transmisión 










África  central  y occidental,  con escasa  representación de pacientes  infectados en 
otras zonas, lo que podría suponer cierto sesgo de los resultados. Atendiendo a la 
diversidad del VIH‐1, el estudio sería más exacto si los virus aislados a partir de los 
pacientes  no  africanos  fueran  analizados  en un mayor número de  regiones.  Esto 
sería de utilidad para detectar la heterogeneidad que no podemos percibir sólo con 
análisis de pol.  
Como  resumen,  se  deduce  de  este  trabajo  que  el  perfil  de  los  inmigrantes 
subsaharianos  infectados  por  el  VIH  y  residentes  en  España  varía  ampliamente 
comparado  con  el  de  los  infectados  nativos  o  los  inmigrantes  más  numerosos, 
aquellos procedentes de América Latina. Los individuos VIH‐1 positivos de países 
de  bajos  recursos  pueden  presentar  infecciones  endémicas  raras  en  los  países 
occidentales, complicando así su manejo clínico. Los extranjeros infectados por el 
VIH‐1  presentaron  una  infección  más  avanzada,  sobre  todo  los  africanos 
subsaharianos. Por último, a pesar de que el subtipo B del VIH‐1 es la variante más 
prevalente en España, se están introduciendo nuevas variantes del VIH‐1 (subtipos 


























permiten escapar de  la acción de cualquiera de  los  fármacos ARV descritos hasta 






cuando  el  VIH  mantiene  estas  mutaciones  incluso  en  ausencia  de  tratamiento, 
pudiendo ser transmitidas a otro individuo mediante un nuevo contagio. 
La presencia de mutaciones de resistencia transmitidas (MRT) en pacientes que 
nunca  han  recibido  TARGA  (pacientes  “naive”)  es  un  grave  problema  para  el 
control  de  la  infección por VIH‐1.  Varios  estudios  han descrito  un  alto  riesgo de 
fracaso  virológico  a  la  primera  terapia  en  pacientes  infectados  por  virus 
portadores de mutaciones que confieren resistencia a alguno de los ART recibidos. 
Sin  embargo,  si  el  primer  tratamiento  se  pauta  guiado  por  un  ensayo  de 
resistencias  previo  se  consigue una  eficacia  similar  a  la  encontrada  en pacientes 
infectados por virus silvestre (Bannister et al., 2008; Wittkop et al., 2011). Por ello, 
las  guías  nacionales  (GeSIDA,  2012)  e  internacionales  (Hirsch  et  al.,  2008; 
Vandamme  et  al.,  2011)  de  tratamiento  ARV  recomiendan  que  el  tratamiento 
inicial  sea  elegido  en  función  de  los  resultados  previos  de  un  ensayo  de 
resistencias del VIH realizado previamente. Numerosos  trabajos han analizado  la 
prevalencia  de MRT  en Europa Occidental,  que  se  sitúa  alrededor  del  10%,  y  en 




complicadas  por  su  discordancia.  En  la  Tabla  2.1  se  resumen  las  variables  a 


























2005),  la  eficacia  del  TARGA  y  el  desarrollo  de  nuevos  ARV  e  incluso  nuevas 
familias  de  estos  fármacos  han  producido  una  estabilización  en  la  tasa  de  MRT 




emergencia  de  resistencias  o  con  los  patrones  de  resistencia  en  la  población 
pretratada (Blower et al., 2001). De hecho, modelos matemáticos han predicho una 
asociación  significativa  entre  la  tasa  de  MRT  y  factores  como  las  guías  de 
tratamiento del país en cuestión y la capacidad replicativa de las cepas portadoras 
de  resistencias.  Por  lo  tanto,  la  tendencia  de  la  prevalencia  de MRT  puede  estar 










de  ellos  procedente  de  Latinoamérica  y  África  subsahariana.  Las  características 
socio‐culturales  especiales  de  estas  poblaciones,  así  como  las  políticas  de 
tratamiento antirretroviral establecidas en sus regiones de origen, podrían afectar 
a la transmisión de variantes del VIH‐1 resistentes. Por lo tanto, en este capítulo se 
desglosa el estudio de  los cambios en  la  tasa de MRT en  la última década en una 
gran muestra  de  pacientes  adultos  infectados  por  VIH naive  para  el  tratamiento 







entre 1996  y  2010,  con  al menos una  secuencia del  gen pol anterior  a  cualquier 
tratamiento  antirretroviral  y  obtenida  a  partir  de  plasma  para  la  determinación 
rutinaria  de  resistencias  a  ARV.  Estos  pacientes  se  encontraban  en  seguimiento 
clínico  en distintos  centros  de  la Comunidad de Madrid: Hospital  Carlos  III  (260 
pacientes; 35,5%), Centro Sanitario Sandoval (217; 29,6%), Hospital Ramón y Cajal 




origen  desconocido.  Los  países  de  procedencia  más  frecuentes  para  los 













y  para  las  categóricas,  la  prueba  chi  cuadrado  o  la  exacta  de  Fisher,  según  lo 
apropiado.  Asimismo,  para  evaluar  la  asociación  entre  factores  epidemiológicos, 














y  formas  recombinantes  circulantes  (CRF)  del  VIH‐1.  Para  ello  se  utilizó  como 
referencia  la  versión  2008  del  alineamiento  de  subtipos  de  referencia  del 
Laboratorio Nacional de Los Álamos, EE. UU. disponible en internet (Anexo I). Las 
referencias incluían al menos dos secuencias representativas de cada uno de los 9 
subtipos  y  los  43  CRF  del  grupo  M  del  VIH‐1  disponibles  en  el  momento  del 
análisis, utilizando como raíz la secuencia YBF30 del grupo N. Estas secuencias se 
alinearon utilizando  el  programa ClustalX  versión 2.0.11  (Anexo  I)  y  los  árboles 
filogenéticos  se  generaron  con  el  paquete  informático  PHYLIP  (Anexo  I).  La 
topología  de  dichos  árboles  se  obtuvo  con  el  método  de  neighbour­joining, 
estimando  la  matriz  de  distancias  entre  pares  utilizando  el  modelo  de  dos 
parámetros  de  Kimura  como  modelo  de  sustitución  nucleotídica.  Para  medir  la 
robustez  de  los  árboles  se  llevó  a  cabo  un  remuestreo  bootstrap  con  1.000 










La  prevalencia  de MRT  global  (es  decir,  a  cualquier  familia  de ARV)  entre  los 
732 pacientes  en  seguimiento  clínico  en Madrid  entre 1996  y  2010  fue  de  9,7% 
(Figura 2.1). Con respecto a la familia de fármacos ARV, la prevalencia de MRT en 
los  pacientes  del  estudio  fue  de  2,9%  para  IP  (3,1%  en  españoles,  1,8%  en 
subsaharianos y 1,7% en latinoamericanos), 6,1% para ITIAN (6,4% en españoles, 




















  T  otal C  on MRT Sin MRT  Valor P  OR (IC 95%) 
Pacientes (nº)  732  71 (9,7)  661 (90,3)  ‐   
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3 3 3 0 0
         
<2000  32 (4,4)  0 (0)  32 (4,8)  ‐   
2000‐03  132 (18,0)  14 (19,7)  118 (17,8)  0,82  1 
2004‐06  318 (43,4)  36 (50,7)  282 (42,7)  0,19  1,08 (0,56−2,07) 
 2007‐10  250 (34,1)  21 (29,6)  229 (34,6)  0,39  0,78 (0,38−1,58)
a  Datos  disponibles  en  684  pacientes  y  b  en  544  pacientes.  El  valor P  corresponde  a  la 
prueba chi cuadrado y la odds ratio al análisis univariado. 
Cambios de la tasa de MRT en el tiempo 
Para  evaluar  la  prevalencia  de  MRT  a  lo  largo  de  los  años,  se  agruparon  las 
secuencias  en  tres  periodos  (2000‐03,  2004‐06  y  2007‐10)  según  las  tasas 























06 y descendió a  su valor mínimo  (1,6%) en el último periodo, 2007‐10  (P  para 
tendencia=0,23).  Por  otro  lado,  las  tasas  de  resistencia  tanto  para  ITIAN  como 
ITINAN  descendieron  progresiva  y  significativamente  a  lo  largo  de  los  tres 
periodos: 13,2%, 6,1% y 4,4% para ITIAN (P para tendencia=0,03) y 10,3%, 5,8% y 
3,6% para  ITINAN  (P para  tendencia=0,04).  Este  descenso  fue más  pronunciado 
para  mutaciones  de  resistencia  a  ITIAN,  llegando  a  igualarse  a  los  valores  de 
resistencia a ITINAN en el último periodo (Figura 2.2A). En ese último periodo, la 




10,6%  para  españoles,  8,4%  para  africanos  subsaharianos  y  7,9%  para 





para  tendencia=0,47).  Por  el  contrario,  en  subsaharianos  la  prevalencia  de MRT 
permaneció estable en 2000‐03 y 2004‐06 (7,7% en ambos casos) pero aumentó 
hasta el 13% en 2007‐10 (P para tendencia=0,27). De esta forma, en subsaharianos 
Según  las  variantes  del  VIH­1.  Se  identificó  al  subtipo  B  en  383  pacientes 
(52,3%), y a  los subtipos no‐B y recombinantes del VIH‐1 en 349 (47,7%). Entre 
estos  últimos,  las  variantes  más  frecuentes  fueron:  CRF02_AG  (128  pacientes), 
subtipo  A  (36),  subtipo  G  (35),  CRF12_BF  (23)  y  subtipo  C  (22).  Aunque  la 
prevalencia  de  MRT  global  fue  similar  en  subtipo  B  y  variantes  no‐B  (10,2%  y 
9,2%,  respectivamente;  P=0,16),  su  tendencia  fue  diferente  (Figura  2.2B).  En 
subtipo  B,  las MRT  disminuyeron  del  12,5%  en  2000‐03  al  6,8%  en  2007‐10  (P 
para tendencia=0,16), pero para formas no‐B esta prevalencia fue estable (9,5% y 
9,8%  en  los mismos  periodos  respectivamente; P para  tendencia=0,99).  De  esta 






(3/20,  15%)  a  pesar  de  que  el  limitado  número  de  pacientes  no  permitió 
diferenciar las prevalencias según los periodos de tiempo. 
51 
Pacientes  nfe tados con virus portadores de MRT 




Según  el  sexo  de  los  pacientes.  La  mayoría  (68%)  de  los  sujetos  con  datos 
disponibles  eran hombres  (Tabla 2.2).  La prevalencia  global de MRT  fue  similar 









2.2).  La  prevalencia  global  de  MRT  fue  mayor  en  ADVP  (13,2%)  y  similar  en 
pacientes HSH (9,2%) y heterosexuales (8,5%). Con respecto a  la  tendencia en el 
tiempo (Figura 2.2e), se observó una drástica reducción en la tasa de MRT entre 
los  68  ADVP,  la  práctica  de  riesgo  más  frecuente  entre  infectados  por  VIH  en 
España a finales de los años 90. Esta tasa de MRT fue 23,5% (4/17 pacientes) en 
2000‐03,  14,8%  (4/27)  en  2004‐06  y  4,3%  (1/23)  en  2007‐10  (P  para 
tendencia=0,08). Entre los pacientes HSH,  la prevalencia aumentó desde 2000‐03 
(4,7%)  hasta  2007‐10  (12,6)  pero  disminuyó  hasta  el  valor  inicial  en  el  último 
periodo  (4,7%)  (P  para  tendencia=0,36).  Finalmente,  la  tasa  de  MRT  en 






casos  (53  pacientes,  74,6%),  las MRT  afectaron  a  una  única  familia  de  ARV.  Sin 
embargo, en 6 pacientes (el 8,4% de los infectados por virus resistentes, de los que 
4  eran  españoles,  1  subsahariano  y  1  latinoamericano)  se  encontró  virus  con 
resistencias  a  las  tres  familias:  IP,  ITIAN  e  ITINAN.  El  patrón  de mutaciones  de 
resistencia fue diferente para ITIAN e IP según el origen de los pacientes (Figura 
2.3).  En  subsaharianos,  las  mutaciones  más  frecuentes  a  ITIAN  e  IP  fueron, 
respectivamente,  M184I/V  y  M46L.  Por  su  parte,  tanto  en  españoles  como  en 
latinoamericanos  las  sustituciones  más  frecuentes  fueron  T215rev  y  V82A 
respectivamente. Por último, para la familia de ITINAN, la mutación de resistencia 
más frecuente en todos los grupos fue la K103N, aunque su mayor prevalencia se 
encontró  en  subsaharianos  (4,7%  de  los  casos).  De  hecho,  la  K103N  fue  la 










reducciones  significativas  desde  2000‐03  a  2007‐10  para  TAM  (mutaciones  de 
análogos  de  timidina,  8,8%  a  2,4%;  P  para  tendencia=0,03)  y  K103N  (10,3%  a 
3,2%; P para tendencia=0,02). También se observó una reducción no significativa 
para  M184I/V  (4,4%  a  2,4%;  P  para  tendencia=0,67).  El  modelo  logístico 








El análisis de  la  interpretación genotípica de  resistencias de  las 71  secuencias 
pol  que  incluían  MRT  (Figura  2.4)  reveló  que,  especialmente  en  el  caso  de  los 




análisis,  debido  a  su  susceptibilidad  a  fármacos  de  nueva  generación  como 
darunavir  o  tipranavir.  A  pesar  de  esto,  el  nelfinavir  fue  el  IP  con  el  mayor 





truvada  (emtricitabina/tenofovir)  y  kivexa  (lamivudina/abacavir).  Por  último, 
para  los  fármacos  de  la  familia  de  ITINAN,  ninguno  de  los  34  pacientes  con 
mutaciones de resistencia era totalmente susceptible a nevirapina y efavirenz, los 
fármacos más usados en esta  familia.  Sólo  etravirina podría  tener  algún nivel de 
actividad en estos pacientes. 
Figura 2.4:  Interpretación  genotípica  de  la  susceptibilidad  a  fármacos  en  los  71 
casos de secuencias pol con MRT. 
 








La media de CV plasmática  en  aquellos pacientes  infectados por  variantes del 
VIH  portadoras  de  MRT  fue  significativamente  menor  a  la  de  los  pacientes 
infectados por virus silvestre  (4,1 y 4,4  log de copias ARN‐VIH/ml; P=0,03). Este 
resultado  también  se  obtuvo  al  comparar  pacientes  infectados  por  virus 
portadores o no de la mutación M184I/V (3,9 y 4,4 log; P=0,04). De igual manera, 









encontrada  (9,7%)  fue similar a  la de  los estudios europeos más representativos 
de  los  últimos  años,  donde  se  ha  estabilizado  alrededor  del  10%  (UK  Cohorts, 
2007; Chaix et al., 2009; Vercauteren et al., 2009; Wittkop et al., 2011). En EE. UU. 
la  prevalencia  de MRT  es mayor  que  en  Europa,  pero  también  ha  comenzado  a 
estabilizarse (Jain et al., 2010). Según los resultados de este trabajo, la prevalencia 
de  MRT  a  la  familia  de  ITIAN  está  descendiendo  claramente  en  Madrid  hasta 








las  regiones en desarrollo a medida que  los programas de  tratamiento ARV sean 




(Agwale  et  al.,  2006;  Djoko  et  al.,  2010)  serían  seguidas  por  un  pico  como  el 
descrito en Europa alrededor de los años 2002 y 2003. Este fenómeno ya ha sido 
encontrado  en  regiones  africanas  con  una  política  de  dispensación  de  ARV más 
antigua  (Hamers  et  al.,  2011;  Ndembi  et  al.,  2011).  En  el  presente  estudio  se 
describe  una  prevalencia  creciente  de  MRT  en  los  pacientes  subsaharianos,  al 
contrario  que  en  pacientes  autóctonos,  que  siguen  las  tendencias  generales  en 
Europa Occidental. Como se comenta en el Capítulo 1 de esta Tesis, se ha descrito 
previamente  una  mayor  tasa  de  pérdidas  de  seguimiento  clínico  en  pacientes 
subsaharianos en tratamiento en nuestro país, probablemente debida a un menor 
nivel educativo y a su movilidad geográfica en busca de empleo (Pérez Molina et 
al.,  2010),  lo  que  contribuye  a  que  las  variantes  portadoras  de  resistencia  a 
fármacos  pueden  aparecer  y  circular  entre  pacientes  subsaharianos  tratados  y 
finalmente  producir  eventos  de  transmisión  de  mutaciones  dentro  de  este 
colectivo. Dado que  los  pacientes  subsaharianos  ocasionalmente  viajan  a España 
para recibir tratamiento antirretroviral y después regresar a sus países de origen, 
la  transmisión  en  este  colectivo  de  variantes  del  VIH  resistentes  podría  suceder 











las  tasas  de  MRT  alcanzaron  valores  similares  a  las  encontradas  en  españoles. 
Actualmente,  se  espera  que  la  tendencia  en  la  tasa  de  MRT  en  pacientes 
latinoamericanos  sea  similar  a  la  de  españoles,  ya  que  los  programas  de  terapia 
ARV han estado funcionado en la mayoría de América Latina durante al menos una 
década (OMS, 2010). Además,  la presencia de variantes no‐B del VIH‐1 típicas de 




tuvieron  lugar  probablemente  antes  de  su  llegada  a  España.  A  pesar  de  su  baja 
representación,  los pacientes  tanto de Europa Occidental como Oriental  (20 y 26 
pacientes, respectivamente), mostraron prevalencias de MRT mayores al 15%. No 
obstante, estos pacientes con variantes del VIH portadoras de resistencias fueron 
diagnosticados  antes  de  2006  y  eran  mayoritariamente  ADVP,  aspectos 
relacionados con una mayor presencia de MRT según los resultados.  
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La  prevalencia  de  la mutación M184I/V  en  españoles  fue  sorprendentemente 
alta  (4,4%),  teniendo  en  cuenta  que  esta  sustitución  suele  ser  rápidamente 
eliminada  al  provocar  al  virus  (en  ausencia  de  tratamiento)  una  reducción  de  la 
capacidad  replicativa  (Jain  et  al.,  2011).  Su  presencia  podría  deberse  a 
tratamientos  previos  no  registrados  o  por  diferencias  en  el  tiempo  transcurrido 
entre el momento de  la  infección y  la  toma de  la muestra. Por este coste para el 







no‐B  frente al  subtipo B (Sagir et al., 2007). Sin embargo,  la mayoría de estudios 
muestra mayores tasas de MRT en subtipo B (UK Cohorts, 2007; Yerly et al., 2007; 
Chaix  et  al.,  2009;  Vercauteren  et  al.,  2009),  aunque  todos  ellos  describen  las 
prevalencias  absolutas  en  el  periodo  total  de  estudio  y  no  las  tendencias  en  el 
tiempo  según  subtipo.  Por  otra  parte,  los  resultados  aquí  presentados  podrían 
estar sesgados por la alta representación de los pacientes subsaharianos entre las 
variantes  no‐B.  De  hecho,  excluyendo  los  pacientes  subsaharianos,  los  no‐B 
mostraron una prevalencia de MRT que disminuyó del 15,8% en el primer periodo 
al  6,1%  en  el  último.  Por  lo  tanto  este  aumento  sería  debido  al  origen  de  los 






menor  en  pacientes  infectados  por  virus  con  esta  sustitución  (Harrison  et  al., 




Según  la  interpretación  genotípica  de  resistencia,  las mutaciones  transmitidas 
afectaron principalmente a la familia de los ITINAN, la recomendada como primera 
opción  terapéutica  en  España  por  las  guías  clínicas  (GeSIDA,  2012).  Esta 
resistencia  a  ITINAN  se  debió  principalmente  a  la  transmisión  de  la  mutación 
K103N en la TI del virus, que fue la más frecuentemente encontrada en el estudio, 
especialmente en pacientes  subsaharianos,  y que afecta  seriamente  al uso de  los 
ITINAN efavirenz o nevirapina. Sólo etravirina, el  ITINAN de segunda generación 






países  en  desarrollo,  donde  la  resistencia  a  ITINAN  entre  pacientes  naive  está 




en  la  historia  clínica  del  paciente.  Los  resultados  expuestos  sugieren  que  los 
 
Según la vía de infección, hubo una disminución en la tasa de MRT a lo largo de 
los  tres  periodos  entre  pacientes  ADVP.  Este  hecho  puede  ser  consecuencia  del 
cambio observado en la epidemia de VIH en España y del mejor cumplimiento del 
tratamiento  entre  la  población  ADVP  debido  al  éxito  de  las  campañas  de 
prevención enfocadas a este colectivo. En los últimos años de la década de los 90 el 
uso  de  drogas  inyectables  era  claramente  la  principal  vía  de  infección  por  VIH, 
pero  estos  niveles  de  infección  entre ADVP descendieron  drásticamente  a  la  vez 




fármacos  IP  podrían  ser  activos  en  la mayoría  de  los  pacientes naive  a  pesar  de 







Este, no permitió un mayor apoyo estadístico para  las  tendencias en  las  tasas de 
MRT.  La  delimitación  del  estudio  en  periodos  de  tiempo  puede  también  ser  una 
fuente de sesgo a pesar de que fueron elegidos para reflejar la tendencia anual lo 
más  fielmente  posible.  Además,  los  pacientes  subsaharianos  podrían  estar 
sobrerrepresentados con respecto a la epidemia general en España por la atención 
especial  que  reciben  en  las  unidades  de  medicina  tropical  de  los  hospitales 
incluidos.  Especialmente  numerosos  son  los  pacientes  de  Guinea  Ecuatorial, 
debido a  las peculiares relaciones con este país por ser antigua colonia española. 
No  obstante,  la  proporción  de  inmigrantes  en  la  población  general  de  la 
Comunidad de Madrid se ha triplicado en la última década (5,7% en 2001 y 16,7% 
en 2010), por lo que el estudio específico de esta población está justificado. 
En  resumen,  la  prevalencia  de  MRT  en  Madrid  sigue  la  tendencia  general 
descrita  en  Europa  occidental.  Esta  tasa  ha  disminuido  especialmente  para  las 
mutaciones  que  afectan  a  los  ITIAN.  Sin  embargo,  ha  evolucionado  de  forma 
distinta según el origen de  los pacientes. Mientras que en españoles nativos y en 
latinoamericanos  la  prevalencia  de  MRT  disminuyó  en  este  estudio,  ésta  creció 
entre pacientes subsaharianos. Esto se podría deber a las especiales características 
socio‐culturales  de  este  colectivo,  lo  que  podría  comprometer  tanto  el 
cumplimiento de la terapia como su seguimiento clínico. Dado que se estima que la 
presencia de MRT tenderá a crecer en países en desarrollo a medida que instauren 































El  número  de  infectados  por  VIH‐1  en  España  sigue  siendo  elevado  (120.000 
personas)  a  pesar  del  descenso  en  su  incidencia  en  los  últimos  años  (SINIVIH, 
2011).  El  diseño  de  medidas  de  prevención  para  evitar  la  expansión  del  VIH 
requiere un conocimiento exhaustivo de la epidemiología del virus. Para contribuir 
a  este  conocimiento  a  nivel  poblacional,  los  estudios  filogenéticos  se  valen  del 
creciente número de secuencias del gen pol del VIH‐1 generadas durante la rutina 
clínica  para  los  ensayos  de  resistencia  genotípica.  Debido  a  la  gran  diversidad 
genética del virus (por otra parte su mayor arma contra la eficacia de fármacos y 
posibles  vacunas),  estas  secuencias  pol  aportan  suficiente  información  para 
deducir  y  recrear  la  historia  de  la  epidemia del  virus  (Hué  et al.,  2004). De  esta 
forma  se  han  estudiado  muchos  aspectos  de  la  biología  evolutiva  del  VIH, 
epidemiología,  orígenes,  difusión  geográfica  del  virus,  dinámicas  de  transmisión, 
etcétera.  
En  concreto,  estos  estudios  filogenéticos  han  sido  aplicados  para  conocer 




et al.,  2005),  la  transmisión de mutaciones de  resistencia a ARV en población no 
tratada (Hué et al., 2009; Yerly et al., 2009), la transmisión del virus en colectivos 





que  se  basan  en  la  inferencia  estadística  bayesiana,  que  fueron  desarrollados  a 
mediados de  los años 90. Este tipo de métodos ha contribuido ostensiblemente a 
este campo por su gran robustez estadística y por las ventajas que suponen frente 





previos  (priors).  Éstos  pueden  ser  tanto  parámetros  concretos  previamente 
estimados  como  hipótesis  evolutivas  sobre  cómo  se  comporta  la  población  viral 
desde  un  punto  de  vista  demográfico.  Además,  permiten  integrar  en  un  único 
análisis  datos  de  múltiples  fuentes.  Por  ejemplo,  para  cada  muestra  se  pueden 
introducir datos sobre el momento de su toma. Así, se consigue datar las filogenias, 
es  decir,  construir  los  árboles  filogenéticos  dentro  de  un  contexto  temporal.  De 
esta manera se pueden deducir los momentos en los que tuvo lugar cada evento de 
transmisión  del  VIH  y  su  ritmo  de  propagación  en  periodos  de  tiempo 
determinados.  
En este capítulo se describen las redes de transmisión del VIH‐1 formadas por 




Se  recopilaron  1.293  secuencias  parciales  del  gen  pol  del  VIH‐1  de  pacientes 
diferentes atendidos en diferentes hospitales con unidades de VIH/sida en Madrid, 
muestreadas entre 1995 y 2010 y previamente publicadas (Holguín et al., 2008a; 





en  tratamiento.  De  esta  forma  se  aumenta  la  probabilidad  de  detectar  las 
mutaciones  de  resistencia  circulantes  en  la  población.  En  1.189  casos  (92%)  la 
secuencia pol incluía la PR entera (297pb) y la TI parcial (833pb de media). En 104 
casos (8%) solo se disponía de  la secuencia de  la PR. Con respecto a  la  forma de 
infección por VIH‐1, 373 pacientes (44,9%) declararon transmisión por relaciones 
heterosexuales,  326  (39,2%)  eran HSH,  114  (13,7%)  eran  ADVP  y  18  (2,2%)  se 
infectaron  por  otras  vías.  Para  462  pacientes  (35%)  la  forma  de  transmisión  no 
pudo ser registrada. En los pacientes con dato del sexo conocido (79,8% de casos), 










Los  subtipos  y  CRF  habían  sido  identificados  previamente  mediante  análisis 
filogenético  de  las  secuencias  pol.  Se  incluyeron  como  referencias  al  menos  2 
secuencias representativas de cada uno de los 9 subtipos y los 49 CRF descritos en 
el momento del análisis, descargadas de la base de datos del Laboratorio Nacional 
de Los Álamos de EE. UU.  (Anexo  I).  Se  tomó como  raíz  la  secuencia YBF30, del 
grupo  N  del  VIH‐1.  Las  secuencias  se  alinearon  usando  el  programa  ClustalX 
versión  2.0.11  (Anexo  I).  El  árbol  filogenético  se  obtuvo  usando  el  programa 




para  un  agrupamiento  fiable.  De  esta  forma,  las  secuencias  pertenecían  a  los 
subtipos A (n=49, 3,8%), B (n=814, 62,9%), C (n=29, 2,2%), D (n=8, 0,6%), F (n=26, 
2%), G (n=53, 4,1%), H (n=7, 0,5%), al recombinante CRF02_AG (n=177, 13,7%) y a 
otros  subtipos  y  recombinantes  (n=130,  10%).  Para  los  análisis  posteriores,  se 
agruparon algunos CRF muy cercanos que compartían patrones de recombinación 
muy similares, siguiendo la sugerencia de (Zhang et al., 2010). Específicamente, se 













B  (n=814),  b)  recombinante  CRF02_AG  (n=177)  y  c)  variantes  no‐B,  no‐CRF02 
(n=302).  Para  hacer  una  primera  selección  de  las  secuencias  potencialmente 
involucradas en clusters de transmisión se calcularon  las distancias genéticas sin 
corregir (distancias p) entre cada par de secuencias, utilizando el programa PAUP* 
versión  4.0beta10  (Anexo  I).  Según  un  estudio  previo  (Lewis  et  al.,  2008),  las 
secuencias cuya distancia genética con cualquier otra  secuencia del alineamiento 
sean  mayores  a  0,045  nucleótidos  diferentes  por  posición  (es  decir,  el  4,5%  de 
bases diferentes) podrían ser descartadas de formar parte de un posible evento de 
transmisión. Por  lo  tanto,  se seleccionaron aquellas por debajo de este  límite del 
4,5%.  Comprobando  las  distancias  genéticas  también  se  detectan  posibles 
secuencias duplicadas (pares de secuencias con una distancia genética de cero).  





máxima  verosimilitud  (maximum  likelihood,  ML)  seleccionando  como modelo  de 
sustitución  nucleotídica  el  GTR+Γ,  que  tiene  en  cuenta  diferentes  tasas  de 
sustitución  en  diferentes  posiciones  del  alineamiento  según  una  distribución  Γ. 
Estos árboles ML se construyeron con el programa RAxML versión 7.2.8‐alpha para 
las  variantes  no‐B  y  FastTree  versión  2.1.3  (Anexo  I)  para  el  subtipo  B  por  el 
mayor  número  de  secuencias.  RAxML  comprobó  la  robustez  estadística  de  las 
topologías  de  los  árboles  mediante  un  remuestreo  tipo  bootstrap  con  1.000 
réplicas y FastTree hizo  lo propio mediante el  indicador  llamado “apoyo  local de 
cada rama” (local branch support). Se seleccionaron las secuencias que en el árbol 
ML  resultaban  incluidas  en  clusters monofiléticos  con un apoyo  estadístico de  al 










principales  según  la  lista  de  la  IAS‐USA  de  2010  (Anexo  II).  Así  se  descartan 




Las  filogenias  datadas,  es  decir,  que  incluían  una  estimación  temporal,  se 
obtuvieron utilizando un análisis bayesiano implementado en el programa BEAST 
versión 1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Éste se vale, para el muestreo en el 
espacio  de  árboles  y  parámetros  posibles,  del  algoritmo  heurístico  denominado 
como  cadenas  de  Markov‐Montecarlo  (Monte  Carlo  Markov  Chain,  MCMC).  Se 
estableció  como  modelo  demográfico  de  coalescencia  el  denominado  como 
Bayesian Skyline. Asimismo,  se  introdujo un valor previo  (prior)  con distribución 




108  generaciones  (rondas  de  muestreo)  para  los  alineamientos  de  subtipo  B  y 
CRF02_AG y para 108 generaciones para el alineamiento con el resto de variantes 
no‐B,  no‐CRF02.  Cada  1.000  generaciones  se  estimaron  tanto  parámetros  como 
árboles.  Se  comprobaron  las hipótesis  evolutivas que explicaban mejor  los datos 
para  tanto el  reloj molecular  (estricto o  relajado)  como el modelo de  sustitución 
nucleotídica (SRD06 o GTR+Γ). Para comprobar el modelo más adecuado se utilizó 
el  factor  de  Bayes  (BF)  en  comparaciones  dos  a  dos,  con  el  programa  Tracer 
versión  1.5  dentro  del  paquete  BEAST.  En  todos  los  casos  las  opciones  que  se 
adecuaban mejor  a  las  muestras  fueron  utilizar  un  reloj  molecular  relajado  con 
distribución  log‐normal  asociado  al  modelo  SRD06  de  sustitución  nucleotídica 
(Shapiro et al., 2006), dado que estas opciones arrojaban valores del log BF >10 al 
compararlas con sus alternativas, lo que es prueba de un fuerte apoyo estadístico. 
Las  muestras  de  árboles  se  resumieron  en  uno  solo  con  el  programa 
TreeAnnotator versión 1.6.1 generando un árbol consenso de máxima credibilidad 
de los clados (maximum clade credibility tree, MCCT), descartando previamente el 




transmisión  aceptados  como  definitivos  fueron  aquellos  que  cumplían  dos 
condiciones:  a)  el  apoyo  estadístico  de  una  probabilidad  posterior  ≥  0,9  en  los 
árboles bayesianos, y b) una “edad” que  fuera menor a 6 años para  las variantes 







Como  se  muestra  en  la  Figura  3.2,  estos  valores  fueron  estimados 









agrupamiento  en  clusters  con  las  características  epidemiológicas  o  virológicas 
consideradas  en  el  estudio.  Para  la  comparación  de  las  variables  continuas  se 
utilizó  la prueba  t de Student, y para  las categóricas,  la prueba chi cuadrado o  la 
exacta de Fisher, según lo apropiado. Se estableció el límite de significación en 0,05 














las  características de  la población  total  y  según  su  inclusión  en estas  cadenas de 
transmisión.  La  regresión  logística  univariada  mostró  que  la  infección  por 
relaciones homo/bisexuales y el  sexo masculino  fueron predictores significativos 
del agrupamiento en cluster. Al contrario, los pacientes subsaharianos, los ADVP y 
los  infectados  por  virus  portadores  de  mutaciones  de  resistencia  eran 
significativamente menos proclives  a  estar  incluidos  en  redes de  transmisión.  La 
prueba multivariada no pudo llevarse a cabo por las fuertes correlaciones entre el 
origen y otros factores como el modo de infección por VIH, la variante del virus y el 
sexo  de  los  pacientes.  Según  el  origen,  la  proporción  de  pacientes  relacionados 
epidemiológicamente  mediante  clusters  (Figura  3.3)  fue  similar  en  españoles 
(21%) y latinoamericanos (25,3%), en contraste con los pacientes subsaharianos, 
con  solo  un  9%  de  individuos  incluidos  en  clusters  (P<0,001  para  ambas 
comparaciones). Esta proporción fue de 33,3% para europeos del Este, 6,1% para 
europeos occidentales y 12,8% para otros orígenes o desconocidos. Según la forma 
de  infección,  esta  proporción  de  pacientes  incluidos  en  clusters  fue 







Tabla  3.1:  Características  de  los  pacientes  incluidos  o  excluidos  de  clusters  de 
transmisión detectados mediante análisis filogenético en pol. 
  Total  Incluidos  Excluidos  P a  OR (IC 95%)  P b 




 España  613 (47,4)  129 (54,7) 484 (45,8) 0,016  1 
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,45 (0,29‐0,68) Sí  2 2 2 <0,001  0 <0,001 
Tratamiento      
 
       
Naive  798 (61,7)  152 (64,4) 646 (61,1)
,9)
0,39  1   
Tratados  495 (38,3)  84 (35,6)  411 (38 0,39  0,87 (0,65‐1,16)  0,35 
a Valor P para la prueba de chi cuadrado; b Valor P para la regresión logística univariada;     










no‐B;  P=0,6)  eran  pares  de  secuencias,  mientras  que  el  resto  de  los  clusters 
estaban  formados  por  3  pacientes  (16  clusters),  4  pacientes  (4  clusters),  5 
pacientes (2 clusters) y 8 pacientes (1 cluster). El tamaño medio de los clusters fue 
muy  similar  para  las  variantes  no‐B  y  para  el  subtipo  B:  2,39  y  2,34 
pacientes/cluster, respectivamente (P=0,8). 














datos  o  información  discordante  entre  pacientes.  El  tamaño  medio  de  las 
agrupaciones según la práctica de riesgo fue mayor, aunque no significativamente, 







de  Latinoamérica  (sobre  todo  Cuba  y  Ecuador),  4  de  Rumanía  y  4  con  origen 
desconocido  (5,1%  cada  uno).  Casi  la  mitad  (15/33,  45,4%)  de  las  cadenas  de 
transmisión de variantes no‐B incluyeron al menos un paciente nacido en España. 
Entre  éstos,  6  clusters  incluyeron  solo  pacientes  españoles,  5  agruparon  tanto 










Para  todas  las  cadenas  de  transmisión  que  incluían  al  menos  3  pacientes,  se 
calcularon las distancias entre nodos  en el árbol bayesiano datado para así estimar 
los  intervalos  máximos  entre  eventos  de  transmisión  (Figura  3.1).  No  hubo 









tenían  otros  orígenes.  Treinta  y  dos  clusters  de  subtipo  B  incluían  únicamente 




subsaharianos  encontrados  en  los  clusters  no‐B  estaban  principalmente 
infectados, en este orden por el recombinante CRF02_AG y los subtipos G y C. Por 
otra  parte,  en  los  pacientes  latinoamericanos  se  encontraron  fundamentalmente 
recombinantes  BF  y  BG.  Sin  embargo,  se  encontraron  excepcionalmente  dos 
clusters  (un  triplete  y  un  par)  de  CRF02_AG  incluyendo  4  ecuatorianos  y  1 
boliviano. Además, otros dos pares incluyeron un paciente latinoamericano y uno  
subsahariano.  Por  último,  se  encontraron  sujetos  españoles  en  cadenas  de 
transmisión de variantes no‐B tanto africanas como latinoamericanas. En cuanto a 
la  vía  de  transmisión,  los  clusters  no‐B  fueron  fundamentalmente  (22/33  casos, 
66,7%)  transmitidos por  relaciones  heterosexuales,  al  contrario  de  lo  observado 
en los clusters de subtipo B que incluían mayoritariamente HSH (42/67, 62,7%). 
Dinámica de la transmisión de variantes no­B del VIH­1 
La  fecha  estimada  para  cada  nodo  interno  dentro  de  cada  cluster  en  los  AF 
datados  fue  usada  para  estimar  la  frecuencia  y  distribución  de  los  eventos  de 







Durante  este  periodo  (2000‐06),  el  número  de  transmisiones  de  subtipo B  se 
duplicó a la vez que aparecían transmisiones de otras variantes. Aunque CRF02_AG 





2000‐2006.  Las  transmisiones  de  recombinantes  BF  comenzaron  en  2002  y 
alcanzaron  un  máximo  en  2005  (4  transmisiones  estimadas),  junto  con  la 
repentina aparición de las variantes BG cubanas. De hecho, uno de los clusters BG 











A)  Árbol  incluyendo  las  177  secuencias  CRF02_AG  de  la  cohorte;  B)  árbol  de  los  18 
recombinantes BF incluidos en clusters; C) árbol de los 10 recombinantes BG incluidos en 






Clusters que contienen mutacion s de re istencia a ARV 
Diecinueve  de  los  100  clusters  (19%)  incluían  al  menos  una  secuencia 
portadora de mutaciones de resistencia.   De ellos, 14 eran de subtipo B y 5 no‐B. 
Según  si  estas  mutaciones  eran  transmitidas  (pacientes  en  un  mismo  cluster 
mostrando  virus  con  las  mismas mutaciones)  o  adquiridas,  estos  19  clusters  se 
clasificaron  en:  a)  clusters  con  adquisición  esporádica  de  resistencia  (n=11),  b) 
clusters con transmisión de resistencia a partir de pacientes con tratamiento ARV 
previo  (n=5)  y  c)  clusters  con  fenómenos  de  transmisión  de  resistencia 
independiente  de  tratamiento  (n=3).  Estos  últimos  son  aquellos  que  incluyen 
transmisión de mutaciones de resistencia entre pacientes naive sin aparecer en el 
cluster pacientes tratados como posible fuente de esa resistencia (Hué et al., 2009). 









cohorte)  y  12  diferentes  cepas  del  virus.  En  otras  palabras,  uno  de  cada  cinco 
pacientes de  la población de estudio estaba epidemiológicamente relacionado. Ya 
se ha comentado que, en la última década, la prevalencia de cada variante del VIH‐
1  ha  cambiado  en  los  distintos  países  desarrollados,  con  un  aumento  en  la 
presencia  de  formas  no‐B  (Gifford  et  al.,  2007;  Yerly  et  al.,  2007;  Frange  et  al., 
2008;  Holguín  et  al.,  2008a;  Brennan  et  al.,  2010;  von  Wyl  et  al.,  2011).  La 
distribución  de  las  variantes  virales  no  solo  varía  entre  los  países,  sino  también 


















































































































































































































































































































































































































































No  obstante,  encontramos  diferentes  dinámicas  de  transmisión  dentro  de  las 
distintas  variantes  no‐B.  Los  resultados  presentados  para  el  CRF02_AG  sugieren 
que, a pesar de ser la variante no‐B más frecuente en España, su presencia se debe 
Por  ejemplo,  las  cadenas  de  transmisión  de  VIH  que  incluyen  HSH,  donde  el 
subtipo B suele ser la variante más frecuente, tienden a ser más grandes y con un 
menor  intervalo  entre  transmisiones  al  compararlas  con  las  variantes  no‐B, 





la  inclusión  en  redes  de  transmisión  de  VIH‐1  fue  significativamente  menos 
probable para ADVP, lo que refleja el gran cambio ocurrido en la subepidemia de 
ADVP en España desde los años 90, cuando ésta era la vía mayoritaria de infección 
por  VIH.  El  origen  subsahariano  también  fue  asociado  significativamente  con  un 
menor  nivel  de  agrupación  de  las  secuencias  virales  al  compararlo  con  los 
pacientes latinoamericanos o españoles. 
Con  respecto  al  subtipo  del  VIH‐1,  el  19,3%  de  los  pacientes  infectados  por 
subtipo B estaban  incluidos en redes de transmisión, proporción que está dentro 
del  rango  (15‐50%)  encontrado  en  otros  estudios  enfocados  en  esta  variante 
(Lewis et al., 2008; Fisher et al., 2010; Kouyos et al., 2010; Brenner et al., 2011). 
Las  cadenas  de  transmisión  subtipo  B  en  esta  cohorte  de  Madrid  estaban 
dominadas  por  pacientes  españoles,  pero  también  los  latinoamericanos  estaban 
muy representados. Por otra parte, el 16,5% de pacientes infectados por variantes 











transmisión  se  detectan  y  que  no  todos  los  miembros  del  cluster  se  han 
muestreado, lo que causa: a) una sobrestimación del tiempo transcurrido entre dos 
 
a  introducciones  múltiples  a  través  de  individuos  que  no  están  propagando 
activamente  el  virus  en  Madrid.  Esto  podría  ser  una  consecuencia  de  la 
habitualmente  intermitente  llegada  a  Madrid  de  pacientes  infectados  por  VIH 
desde África occidental y central, especialmente desde la antigua colonia española 
de Guinea Ecuatorial, donde este recombinante es mayoritario (Djoko et al., 2010). 
Al  contrario,  los  pacientes  infectados  por  recombinantes  BF  y  BG,  a  pesar  de  la 
menor prevalencia de éstos en la población, mostraron una mayor proporción de 
agrupamiento  y  un  mayor  tamaño  de  cluster  que  la  media  de  la  cohorte.  Los 
clusters  de  BF  y  BG  incluyeron  exclusivamente  pacientes  españoles  y 
latinoamericanos,  y  tanto  HSH  como  heterosexuales.  Dado  que  el  tamaño  de  los 
clusters está correlacionado con su expansión en el tiempo (Brenner et al., 2011), 
se  podría  esperar  un  aumento  en  la  prevalencia  de  estas  dos  familias 
recombinantes  en  España  en  los  próximos  años,  probablemente  entre  población 
autóctona. De hecho, el 45,4% de todos los clusters no‐B (78,8% en los clusters BF 
o BG)  incluían  al menos un paciente  español,  lo  que  indica que muchas de  estas 
transmisiones no‐B probablemente han tenido lugar en nuestro país. 
Se encontraron pocas cadenas de transmisión que pudieran suponer una fuente 
potencial  de  virus  portador  de  resistencias  independiente  del  tratamiento,  en 
concordancia con la incidencia en descenso de las MRT en la epidemia general en 
España  comentada  en  el  Capítulo  2  de  esta  Tesis.  Sin  embargo,  uno  de  estos 
grupos de transmisión estaba formado por 3 pacientes HSH naive e infectados por 
virus  portadores  de  la  mutación  K103N  en  la  TI.  Esta  sustitución  compromete 
seriamente el uso de efavirenz, el fármaco recomendado como tercer ARV dentro 










pacientes  relacionados  epidemiológicamente  entre  sí.  Este  muestreo  incompleto 
afectaría  especialmente  a  las  infecciones  importadas  (frecuentemente  causadas 






depende  de  los  objetivos  del  estudio  y  la  estrategia  de  recolección.  Por 
consiguiente,  los  estudios  de  vigilancia  basados  en  una  ciudad  única  o  en  áreas 
muy específicas tienen más oportunidades de incluir un muestreo casi completo de 
la población infectada por VIH y, por lo tanto, sus resultados son más cercanos a la 
situación  real  (Fisher  et  al.,  2010).  Por  el  contrario,  los  estudios  enfocados  en 
ciudades más grandes y/o en países enteros, a pesar de la inclusión de un mayor 
número de muestras y de ofrecer una visión más global, sufren inevitablemente un 
muestreo más parcial  e  incompleto de  la población  infectada  (Lewis et al.,  2008; 
Hughes et al., 2009; Chalmet et al., 2010; Kouyos et al., 2010; Brenner et al., 2011). 
Este trabajo incluye muestras de 4 hospitales o clínicas diferentes de Madrid, y su 
número  de  muestras  incluye,  aproximadamente,  un  quinto  de  todos  los  nuevos 
diagnósticos de VIH de la región en los últimos 15 años. Sin embargo, debido a la 
atención especial que estos hospitales dan a la población subsahariana, el estudio 
presenta  una  sobrerrepresentación  de  este  colectivo  y,  por  consiguiente,  de 













este  hecho  encontrada  en  los  recombinantes  BF  y  BG  refuerza  la  idea  de  que  la 
transmisión en nuestro país de distintas variantes virales depende del perfil de los 
pacientes  a  los  que  se  asocian,  en  este  caso  a  población  procedente  de 
Latinoamérica.  De  hecho,  al  contrario  que  el  resto  de  Europa  occidental,  por  su 
similitud  lingüística  y  cultural,  España  recibe  una  gran  cantidad  de  inmigración 
desde Latinoamérica, donde estos recombinantes se originaron.  
Este  trabajo  acentúa  que  los  métodos  filogenéticos  son  herramientas  muy 
valiosas  y  poderosas  que  pueden  ser  utilizadas  para  estudios  de  epidemiología 
molecular del  virus. En  combinación  con  la  vigilancia epidemiológica  tradicional, 
pueden  aportar  información  sobre  los  patrones  de  transmisión  del  VIH,  un 
conocimiento que es esencial para el diseño de campañas de prevención enfocadas 

































radica  en  la  dificultad  de  establecer  una  correlación  genotipo‐fenotipo  y,  sobre 
todo,  en  las  dificultades  de  interpretación  para  algunos  fármacos.  Además,  su 
aplicación  requiere  el  conocimiento  previo  de  la  influencia  que  tiene  cada 
ANTECEDENTES 
Como  se  ha  visto  hasta  ahora,  la  inmigración  desde  regiones  con  alta 
prevalencia del VIH y en las que circulan múltiples cepas del virus ha permitido la 
introducción  en  los  países  de  acogida  de  variantes  del  virus  anteriormente muy 
poco  frecuentes.  Sin  embargo,  en  la  actualidad  la  llegada  y  diseminación  de 
variantes no‐B del VIH‐1 se produce tanto en población inmigrante como en nativa. 
En  este  capítulo  se  evalúa  el  impacto  de  la  presencia  creciente  de  diferentes 
variantes  del  virus  en  algunas  herramientas  informáticas  de  amplio  uso  en  la 








variantes  resistentes  pueden  detectarse  mediante  técnicas  genotípicas  o 
fenotípicas. Las genotípicas detectan  los cambios específicos o mutaciones en  las 
secuencias  genéticas  codificantes  de  las  enzimas  diana  de  los  fármacos  (TI,  PR, 
integrasa, envoltura viral), mientras que las fenotípicas determinan la respuesta de 
la  población  viral  mayoritaria  a  concentraciones  crecientes  de  cada  fármaco. 
Ambas comparten limitaciones como la dificultad de detección cuando la variante 




Por otra parte,  existen otras  aplicaciones  informáticas disponibles  en  internet 
como son las herramientas automatizadas de subtipaje rápido del VIH. El análisis 
filogenético  (AF)  de  secuencias  del  VIH‐1  es  el  método  de  referencia  para  su 
clasificación  en  subtipos  y/o  recombinantes  CRF.  Sin  embargo,  debido  a  su 
complejidad y a su requerimiento de personal formado no está implementado en la 
rutina  diaria.  Por  ello,  muchos  profesionales  de  la  salud  utilizan  herramientas 
 
mutación  en  la  eficacia  de  cada  fármaco.  Para  solventar  este  punto,  se  han  ido 
desarrollando algoritmos que correlacionan los patrones genotípicos encontrados 
en  las  secuencias  virales  con  los  datos  fenotípicos  y  clínicos  disponibles.  Estos 
algoritmos  son  baratos,  algunos  de  ellos  incluso  disponibles  gratuitamente  en 
internet,  y  por  lo  tanto  son muy utilizados para  la  detección  e  interpretación de 
mutaciones de resistencia utilizando secuencias pol obtenidas de  forma rutinaria 
en  los  hospitales  para  este  propósito.  Sin  embargo,  estas  herramientas  fueron 







incluso  aminoácidos  silvestres  diferentes  a  los  del  subtipo  B  en  posiciones 
relacionadas  con  resistencia  a  fármacos  (Kantor  y  Katzenstein,  2003).  Estas 
diferencias  con  el  subtipo  B  pueden  ser  malinterpretadas  por  los  algoritmos. 
Además,  las mutaciones  consideradas  como  predictoras  de  resistencia  varían  de 
un algoritmo a otro (Champenois et al., 2008), lo que complica la comparación de 
la resistencia genotípica entre ellos especialmente cuando se estudian las variantes 
no‐B.  La  influencia de estos patrones específicos de  cada  cepa en  la  respuesta al 
tratamiento a  largo plazo no se conoce aún con detalle, por  lo que es  importante 
estudiar  su  papel  en  las  discordancias  entre  algoritmos.  En  este  capítulo 
comparamos  la  interpretación  genotípica  de  resistencia  según  cinco  algoritmos 




automatizadas  de  subtipaje.  Éstas  son  páginas web  en  las  que  se  introducen  las 
secuencias  del  VIH‐1  generadas  para  el  estudio  genético  de  resistencias  y  que 
asignan un determinado subtipo o  recombinante por similitud con determinadas 




algunas  herramientas  incluso  son  asignados  al    subtipo B,  subestimando de  esta 
forma la presencia de variantes complejas del virus (Smith et al., 2005; Holguín et 
al.,  2008c;  Ntemgwa  et  al.,  2008;  Wilkinson  y  Engelbrecht,  2009).  Además,  los 
resultados  de  las  distintas  herramientas  suelen  ser  discordantes  (Gifford  et  al., 








Para  evaluar  la  concordancia  entre  estos  algoritmos  se  recopiló  un  panel  de 
secuencias  pol  del  VIH‐1  con  alta  y  variada  representación  de  variantes  no‐B 
obtenidas  a partir de plasma de 354 pacientes  sin  exposición previa  a  la  terapia 
ARV según  los  informes clínicos. Los pacientes habían sido diagnosticados desde 




Medicus  Mundi  en  Madrid.  Según  su  lugar  de  nacimiento,  los  pacientes  eran 
españoles  (45,8%),  latinoamericanos  (20,6%),  africanos  (18,6%),  otros  europeos 
(5,9%),  asiáticos  (0,3%) y el  resto  (8,8%)  tenían origen desconocido. De  los 354 
casos,  según  AF  previos,  226  pertenecían  al  subtipo  B  del  VIH‐1  y  128  eran 
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variantes  no‐B:  41  subtipos  no‐B  puros  (9  A,  8  C,  1  D,  8  F,  15  G)  y  87 













Cada  algoritmo  clasificó  cada  secuencia  en  diferentes  niveles  de  resistencia  a 
cada  fármaco.  Para  comparar  estos  resultados,  se  normalizaron  los  niveles  de 
resistencia  en  tres:  sensible  (S),  con  resistencia  intermedia  (I)  y  con  resistencia 
alta (R), siguiendo el ejemplo del programa HIValg de la Universidad de Stanford. 
La comparación de  las  interpretaciones se consideró como “concordante” cuando 
todos  los  algoritmos  asignaron  el  mismo  nivel  de  resistencia  (S,  I  o  R)  a  una 
determinada secuencia para un determinado fármaco. Por otra parte, se consideró 
“discordancia  total”  cuando  un  algoritmo  determinó  una  muestra  dada  como  S 
para un  fármaco y otro  algoritmo  la  consideró  como R para  ese mismo  fármaco. 
Por  último,  una  “discordancia  parcial”  fue  aquella  en  la  que  un  algoritmo 








países  de  la  UE,  2,5%  africanos  subsaharianos,  2,3%  norteafricanos,  1,8%  de 
Europa  del  este  y  1,5%  de  otras  regiones  o  de  origen  desconocido.  Las  670 
secuencias pol basales  incluían el gen completo de  la PR y parte del gen de  la TI 
(codones  38‐260  o  1‐335  según  la  técnica  utilizada  en  cada  hospital).  Entre  las 
secuencias de CoRIS, mediante AF se estimó que 587 (87.6%) eran de subtipo B, y 
83 (12,4%) eran variantes no‐B. De estas últimas, 13 (15,7%) eran subtipos no‐B 
puros  (1  A1,  3  C,  4  F1,  4  F2,  1  G)  y  las  otras  70  (84,3%)  eran  formas 





Además  del  análisis  filogenético  previo,  se  realizó  también  el  subtipaje  de  las 
secuencias  VIH  mediante  7  herramientas  automatizadas  para  comparar  sus 
resultados  con  la  filogenia  (método  de  referencia).  Las  6  primeras  de  ellas  eran 




? n d r m  Geno2pheno versió  3.0 (Instituto Max Planck  e Info mática, Ale ania).















Para  la  comparación  en  los  resultados  de  los  algoritmos  de  interpretación  de 
resistencias  se  realizó  una  prueba  chi  cuadrado  utilizando  el  programa  SPSS 
versión 15 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU.). Se estableció el  límite de significación en 











(1,8%)  y  M41L  (1,9%)  fueron  las  más  comunes  en  variantes  no‐B  y  B, 
respectivamente.  Las mutaciones  de  resistencia  a  ITINAN más  frecuentes  fueron 
V90I y K103N (5,6% cada  una) en no‐B y la K103N (4,3%) en el subtipo B. 
El  aspecto  más  interesante  fue  la  presencia  natural  (no  producida  por 
exposición  a  fármacos  ARV)  de  mutaciones  de  resistencia  a  IP  secundarias.  La 
mayoría (100% en variantes no‐B, 93% en subtipo B) de las 354 secuencias de PR 
tenían  alguna  mutación  de  esta  categoría,  diferentes  en  frecuencia  y  naturaleza 
según  las  variantes  dado  que  algunas  de  estas  sustituciones  eran  en  realidad  el 
aminoácido silvestre en determinados subtipos o recombinantes. Esto explicaría la 












































































−,  sin  cambios  con  respecto  a  HXB2.  En  negrilla  y  azul,  aminoácidos  silvestres  en  esa 
variante.  El  asterisco  indica  diferencias  significativas  en  la  prueba  chi  cuadrado  al 
comparar la prevalencia de cambios en subtipo B frente a formas no‐B. No se muestran las 
mutaciones ausentes en todas las variantes: en la PR, D30N, I47V/A, G48V, I54M/L, T74P, 
L76V,  I84V y N88S;  y  en  la TI,  T69ins, V75I, A98G, L100I, V108I, Y115F, F116Y, E138A, 
Q151M, Y188C/L/H y M230L.  






L10V/I/R/F/C  19  11  ATZ/r, FPV/r, IDV/r, LPV/r, NFV, SQV/r, TPV/r 




























NFV, SQV/r V77I  5,5 33  IDV/r, 
 






En  cuanto  a  la  interpretación  de  resistencias  genotípicas,  se  analizó  la 
predicción a 18  fármacos (8  IP, 7  ITIAN y 3  ITINAN) para  las 354 secuencias pol 
usando  cinco  algoritmos  diferentes.  Estas  interpretaciones  están  reflejadas  en  la 
Tabla 4.2. La mayoría de  las muestras  fueron consideradas como sensibles (S) a 
todos  los  ARV  por  parte  de  todos  los  algoritmos,  excepto  en  el  caso  de  la 
resistencia a tipranavir según el algoritmo ANRS al analizar  las secuencias pol de 
las  variantes  no‐B  del  VIH‐1.  Por  este  motivo  el  tipranavir  fue  excluido  de  las 
comparaciones que incluían a la familia de los IP y sus discrepancias particulares 
serán analizadas más adelante. Por otro lado, del 4 al 8% de las secuencias, todas 
de  pacientes  naive,  presentaban  resistencia  intermedia  (I)  o  alta  (R)  para  algún 





menor  número  de  secuencias  como  R  para  los  fármacos  IP.  Por  último, 
Geno2pheno  clasificó  como  I  o  R  (es  decir,  con  algún  nivel  de  resistencia)  a  los 




discordancias  (totales  y  parciales)  al  analizar  variantes  no‐B  que  al  analizar 
secuencias  de  subtipo  B  para  los  fármacos  ITINAN  (13%  y  2,9%;  P<0,05).  Sin 
embargo, el nivel de discordancias era parecido en no‐B y B en el caso de los ITIAN 
(16,7% y  14,8%; P=NS)  y  los  IP  excluyendo  el  caso  de  tipranavir  (8,6% y  5,7%; 
P=NS).  Dejando  de  lado  el  subtipo  y  considerando  únicamente  las  familias  de 
fármacos,  las  discordancias  (totales  y  parciales)  entre  algoritmos  fueron 
significativamente más frecuentes para ITIAN (15,4%) que para ITINAN (6%) o IP 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































de  los  casos),  la  sensibilidad  superó  el  90%  para  Geno2pheno,  EuResist  y 
TherapyEdge. Sin embargo, al analizar sólo  las 83 secuencias no‐B, estos mismos 
algoritmos más NCBI’05  sólo pudieron  identificar  correctamente el 55% de ellos 
(Tabla 4.4). El  resto de herramientas, como mucho,  identificaron  la mitad. Es de 
destacar  que  un  alto  porcentaje  de  las  670  secuencias  fueron  no  asignadas  a 
ningún  subtipo/CRF  usando  STAR  y  Rega  (9,3%  y  17,2%,  respectivamente).  En 
 
Considerando  cada  fármaco  independientemente,  hubo  significativamente 
mayor nivel de discordancias totales al analizar variantes no‐B que para subtipo B 






R  para  tipranavir  según  el  algoritmo  ANRS  y  como  I  a  este  fármaco  cuando 
contenían dos de estos tres cambios. También para ANRS, todas las secuencias no‐
B fueron susceptibles a didanosina ya que este algoritmo, al contrario que el resto 
de  herramientas,  no  incluía  la  mutación  L74V  de  la  TI  como  indicadora  de 
resistencia a didanosina. Geno2pheno consideró a  las secuencias con la mutación 
I135T de  la TI, en combinación con V60I o T200A, como I a tenofovir, a pesar de 




es  en  realidad  el  residuo  silvestre  en  el  recombinante  CRF14_BG  (Anexo  I) 














sensibilidad  más  alta  (98,6%),  fallando  al  clasificar  sólo  la  PR  de  6  subtipos  B 





clasificar  correctamente  el  71,3%  de  los  subtipos  B  con  la  versión  de  2005  y  el 
48,7%  con  la  de  2009.  En  los  casos  mal  asignados,  NCBI  incluyó  regiones  del 
genoma pertenecientes a otros subtipos o CRF distintos del B, especialmente con la 
versión de 2009.  
Para  los  subtipos  no‐B  puros  en  pol  (n=13),  la  tasa  de  subtipaje  correcto  fue 
también  alta.  EuResist  y  Geno2pheno  clasificaron  bien  todas  las  secuencias.  La 
sensibilidad  fue  de  77  a  92%  en  el  resto  de  herramientas.  La  especificidad  fue 
también  alta  (>99%)  en  la  mayoría  de  los  casos.  Curiosamente,  19  de  las  24 





mayoritarios  en  la  pandemia)  aunque  del  7  al  29%  de  los  CRF02_AG  fueron 
subestimados  según  la  herramienta.  NCBI’09  presentó  limitaciones  importantes 
para detectar ambas variantes. La especificidad para estos dos recombinantes fue 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 Sin  embargo,  la  eficacia  de  todas  las  herramientas  descendió  claramente  al 
identificar  al  resto  de  los  recombinantes  (Tabla  4.5).  Las  herramientas  fueron 
incapaces  de  detectar  la  mayoría  de  las  15  secuencias  pertenecientes  a  10  CRF 
diferentes al CRF01_AE y CRF02_AG, aunque EuResist, TherapyEdge y Geno2pheno 
dieron  los mejores  resultados. Con  respecto a  la  identificación de  recombinantes 
complejos URF (n=23) previamente caracterizados mediante análisis filogenético y 
métodos  de  bootscanning,  solo  NCBI’05,  Rega  y  STAR  pudieron  identificar 
mosaicos recombinantes, pero mostrando sensibilidades muy bajas. Rega mostró 
correctamente  el  patrón  de  recombinación  en  4  casos:  2  URF_BF,  1  URF_BA  y  1 
URF_BC,  STAR  con  otros  4:  3  URF_B02,  1  URF_BC.  NCBI’05  fue  la  mejor 
herramienta  al  identificar  6  URF  (3  URF_02B,  1  URF_03B,  1  URF_BG02  and  1 
URF_BC). Como curiosidad, el URF_BC fue el único correctamente identificado por 
las 3 herramientas. 

































































 “Falsos  subtipos  B”  y  “Falsas  variantes  no‐B”  indican  el  porcentaje  de  verdaderas 
variantes no‐B clasificadas como subtipo B y viceversa.  
Distribución de las variantes del VIH­1 en CoRIS según la herramienta. En la 
Figura 4.2  se muestra  la distribución de subtipos y recombinantes en  la cohorte 
según cada una de las herramientas. Para STAR y Rega, una alta tasa de secuencias 
(9  y  17%,  respectivamente)  fueron  “no  asignadas”  a  ningún  subtipo  o  CRF.  Las 
diferencias  entre  herramientas  fueron  especialmente  pronunciadas  para  los  CRF 
distintos del CRF02_AG: representaban el 2,4% según el AF, pero menos del 0,6% 
para  STAR,  Stanford  y  Rega,  y  4,5%  para  EuResist.  Finalmente,  aunque  los  URF 
representaban  realmente  el  3,4%  de  CoRIS,  esta  estimación  fue  de  55,2%  para 
NCBI’09  y  de  22,1%  para  NCBI’05.  Para  TherapyEdge  y  Stanford,  un  resultado 


















































































































Estas  discrepancias  fueron  significativamente  más  frecuentes  al  analizar 
variantes  no‐B  que  el  subtipo  B  para  los  fármacos  didanosina,  nevirapina, 
tipranavir  y  fosamprenavir,  y  lo  contrario  para  tenofovir.  Estas  discrepancias 
resaltan  el  hecho  de  que  los  patrones  de mutaciones  de  resistencia  no  han  sido 
totalmente dilucidados para  las  variantes  no‐B,  especialmente para  los  fármacos 
IP.  El  uso  de  determinados  algoritmos  puede  conducir  a  la  sobrestimación  de  la 
resistencia cuando se analizan ciertas variantes no‐B debido a la falta de consenso 
en  las mutaciones  consideradas  como  indicadoras  de  resistencia  en  PR  y  TI.  Sin 
embargo, eso no significa que las herramientas utilizadas no sean útiles o que los 
algoritmos  de  interpretación  no  sean  válidos  para  analizar  formas  no‐B.  Estos 
algoritmos  son  fáciles  de  usar  y  muy  útiles  en  la  práctica  clínica  durante  el 
seguimiento  de  los  pacientes  infectados  por VIH.  Para  la mayoría  de  variantes  y 
fármacos se encontró una buena concordancia entre algoritmos. Sus discrepancias 






En  la  primera  parte  del  estudio  incluido  en  este  Capítulo  4  se  muestran  las 
discordancias de cinco algoritmos de interpretación de resistencias al analizar un 
panel de 354 secuencias incluyendo diferentes variantes del VIH‐1 (226 B, 128 no‐
B)  aisladas  en  la  Comunidad  de  Madrid.  En  la  segunda  parte,  se  comparan  las 















VIH‐1  tiene  importancia  clínica.  Para  ello,  el método  de  referencia  es  el  análisis 
filogenético.  Sin  embargo,  puede  ser  laborioso  y  complejo,  por  lo  que  se  han 
desarrollado  las  herramientas  automatizadas,  útiles  para  clasificar  el  subtipo  B 
pero con limitaciones para el resto de variantes. En este trabajo se muestra que la 




2006;  Champenois  et  al.,  2008;  Poonpiriya  et  al.,  2008),  sólo  algunos  los 




Uno  de  los  trabajos  (Champenois  et  al.,  2008)  había  correlacionado 
anteriormente la malinterpretación de la resistencia a tipranavir por el algoritmo 
de  la  ANRS,  debida  a  la  presencia  de  los  M36I,  H69K  y  L89M  en  la  PR,  que  en 
realidad  son  los  aminoácidos  silvestres  en  la  mayoría  de  las  variantes  no‐B.  El 
presente  trabajo  además describe  que  la  sustitución A98S,  que  es  el  aminoácido 
silvestre en la TI del CRF14_BG y un polimorfismo muy frecuente en el subtipo G, 
fue interpretado como marcador de resistencia a nevirapina por este algoritmo.  
Tras  este  estudio  no  se  puede  afirmar  qué  algoritmo  es  el más  preciso.  Para 
aclarar  este  aspecto  se  necesitarían  ensayos  fenotípicos  que  determinaran  qué 
algoritmo  está  en  lo  cierto  y  cuál  no.  En  todo  caso,  es  recomendable  el  uso  de 













recombinantes  era  limitado  (n=15)  por  su  baja  presencia  en  España.  Por  otra 
parte,  las  herramientas  son  ineficientes  para  detectar  URF,  en  aumento  en  la 
pandemia.  Sólo  NCBI,  Rega  y  STAR  pudieron  identificar  alguno,  pero  con  baja 
sensibilidad.  Esta  información  resultaría  útil  en  países  donde  los  recombinantes 
complejos son más frecuentes. De hecho, los URF suponen el 4% de las infecciones 
mundiales  por  VIH‐1  (Hemelaar  et  al.,  2011).  Por  último,  la  distribución  de  las 
variantes  del  VIH‐1  es  diferente  según  la  herramienta  usada.  Es  decir,  los 
resultados  de  un  estudio  de  epidemiología  molecular  del  virus  cambiarían 




así  se pudo ver  alguna  limitación para  la  identificación del  subtipo B  en  algunas 
herramientas. La mayoría de éstas, en mayor o menor medida, encontraron falsos 
subtipos  B  entre  las  secuencias  no‐B,  subestimando  su  prevalencia.  Para  la 
identificación  correcta  de  subtipos  no‐B  puros,  las mejores  herramientas  fueron 
Geno2pheno y EuResist, con una sensibilidad del 100%.  
Anteriores  trabajos  (revisados  en  la  Tabla  4.7)  habían  descrito  limitaciones 
específicas para no‐B puros por parte de herramientas de subtipaje. Por ejemplo, 
el  subtipo D  suele  ser  subestimado  con Rega  (Gifford et al.,  2006; Holguín et al., 
2008c)  pero  sobrestimado  con  Geno2pheno,  Stanford  (Galán  et  al.,  2009)  y 
TherapyEdge debido a su confusión con el subtipo B especialmente en la PR, como 
este  estudio  confirma.  Una  incorrecta  clasificación  del  subtipo  D  tiene  especial 
relevancia  dado  que  esta  variante  parece  presentar  una  progresión  a  sida  más 
rápida y una mayor patogenicidad (Pant Pai et al., 2012), por lo que es importante 

































































































































































































































LANL                X    X 
jpHMM      X        X       
NCBI X   X    X  X  X    X    X 
EuResist X   X                 
STAR X             X  X  X   
TherapyEdge X                    
Geno2pheno X   X    X      X       
Rega X   X  X  X  X  X  X  X  X   
Stanford  X  X    X  X  X  X  X  X   





































































































































































































































































































































































































































































interpretación  de  resistencias,  las  herramientas  de  subtipaje  deberían  ser 
actualizadas  incrementando  el  número  de  secuencias  de  cada  variantes  no‐B  en 
 
Las discrepancias entre las herramientas y el AF podrían ser explicadas por las 
diferencias  en  los  métodos  de  subtipaje  que  utilizan  y  las  bases  de  datos  de 
referencia con las que cuentan. Las variantes fueron definidas por AF utilizando el 
método de distancia neighbour­joining (NJ). Entre las herramientas probadas, sólo 
Rega  se  basa  en  filogenia,  aplicando  también NJ  combinado  con  el bootscanning. 
Sin embargo, Rega tiene un umbral que evita la asignación de un subtipo/CRF a la 
secuencia problema si no consigue suficiente apoyo estadístico. Esto restringe su 
eficacia  a  pesar  de  usar  AF.  Es  sorprendente  que  la  mayor  sensibilidad  fue 
obtenida  por  herramientas  que  realizan  únicamente  una  búsqueda  tipo  BLAST, 
asignando a la secuencia problema el subtipo/CRF de la referencia más similar que 
encuentren en su base de datos (Geno2pheno, EuResist, TherapyEdge, Stanford y 
NCBI).  En  concreto,  NCBI  analiza  la  secuencia  problema  por  porciones,  y  cada 
porción  es  comparada  con  las  referencias  por BLAST.  Sin  embargo,  este método 
provoca una sobrestimación de  la recombinación, mayor cuantas más secuencias 
de referencia se incluyan, como se vio al comparar las versiones de 2005 y 2009. 
Con  NCBI,  la  inclusión  de  múltiples  referencias  con  alta  similitud  confunde  los 
resultados  en  lugar  de mejorarlos.  Algunos  CRF  son muy  similares  y  difíciles  de 
distinguir en el gen pol y es por tanto difícil obtener resultados fiables con sistemas 
basados en análisis BLAST.  
Por  su  parte,  STAR  es  un  método  estadístico  que  crea,  para  cada  variante, 
matrices  de  puntuación  específica  para  cada  posición  para  así  elaborar  perfiles 
específicos de subtipo. Pero, al igual que con Rega, hay muchos casos donde STAR 
no asigna subtipo alguno si el valor P que obtiene no supera un umbral. Las listas 
de  referencia  utilizadas  por  cada  herramienta  también  son  importantes  para 







sus  bases  de  datos.  Así,  se  desaconseja  su  uso  para  estudios  de  epidemiología 
molecular  del  VIH‐1.  Según  los  resultados  obtenidos,  para  casos  concretos  y 




de  varias herramientas  en  lugar de una  sola  sería  recomendable,  para  comparar 
sus  resultados.  Para  entender  el  subtipaje  incorrecto  del  VIH‐1  usando  estas 
herramientas hay que  tener en cuenta 1)  la proporción de no‐B en  la cohorte de 
estudio;  2)  la  prevalencia  de  recombinantes  distintos  de  CRF01_AE  y  CRF02_AG 
entre esos no‐B; 3) la herramienta utilizada para el subtipaje; 4) la proporción de 
variantes  no‐B  identificadas  erróneamente  como  subtipo  B  y  viceversa,  lo  que 




A  pesar  de  que  las  cohortes  aquí  utilizadas  para  evaluar  los  algoritmos  de  
interpretación  y  las  herramientas  automatizadas  para  el  subtipaje  del VIH‐1  son 
amplias,  el  número  de muestras  para  determinados  subtipos  y/o  recombinantes 
fue  limitado.  Sería  más  apropiado  contar  con  un  número  significativo  de  cada 
variante del VIH‐1 en  lugar de  incluirlas  todas en un mismo grupo como se hizo 
para  el  análisis  de  la  interpretación  genotípica  de  resistencias,  dado  que  cada 
variante tiene sus propias características genéticas. Sin embargo, esto no siempre 
es posible debido a la desigual distribución de las variantes no‐B en nuestro país. 
Este  tipo  de  evaluaciones  son  de  utilidad  en  regiones  similares  a  la  nuestra  en 
cuanto  a  la  epidemiología  molecular  del  virus.  Sin  embargo,  en  países  en 
desarrollo,  donde  son  prevalentes  las  variantes  no‐B  y  especialmente  los 




































2. Al  contrario  que  los  pacientes  españoles  y  latinoamericanos,  los  pacientes 
infectados  por  VIH‐1  subsaharianos  son  más  frecuentemente  mujeres,  han 
contraído  el  virus  mediante  prácticas  heterosexuales,  y  presentan 
enfermedades infecciosas endémicas y una infección por VIH más avanzada.  
3. A  pesar  de  lo  anterior,  el  tratamiento  antirretroviral  disponible  en  nuestro 
ámbito  parece  ser  igualmente  efectivo  en  todos  ellos  tras  un  año  de 
seguimiento,  si  bien  los  pacientes  subsaharianos  sufren  un mayor  índice  de 
pérdidas de seguimiento clínico. 
4. La  prevalencia  de  mutaciones  de  resistencia  transmitidas  en  población 
autóctona tiende a disminuir. Sin embargo, esta tasa es creciente en pacientes 
subsaharianos,  probablemente  influida  por  los  programas  de  tratamiento  en 
p i t o lsus países originales y por sus es ec ales carac erísticas soci ‐cu turales. 
5. La  inclusión  de  los  pacientes  en  redes  de  transmisión  del  VIH  fue  más 
frecuente  para  hombres  que  tienen  sexo  con  hombres  en  comparación  con 




estas  cepas  no‐B  se  encuentran  tanto  en  inmigrantes  como  entre  población 
VIH‐positiva autóctona. 
7. A  pesar  de  que  la  prevalencia  de  formas  no‐B  es  muy  alta  en  pacientes 
africanos, la epidemia de estas cepas en Madrid no es autosuficiente sino que, 
en general, su presencia se debe a múltiples introducciones del virus.  






de  las  distintas  variantes  parece  determinada  por  el  perfil  de  los  pacientes, 
especialmente la categoría de exposición. 
9. La  variabilidad  propia  de  las  variantes  no‐B  del  VIH‐1  en  posiciones  de 
resistencia  a  fármacos  provoca  discrepancias  en  la  interpretación  genotípica 
de resistencias, lo que dificulta su uso en la práctica clínica con estas variantes.  
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Abstract
Background: The prevalence of transmitted HIV drug resistance (TDR) is stabilizing or decreasing in developed countries.
However, this trend is not specifically evaluated among immigrants from regions without well-implemented antiretroviral
strategies.
Methods: TDR trends during 1996–2010 were analyzed among naı¨ve HIV-infected patients in Spain, considering their origin
and other factors. TDR mutations were defined according to the World Health Organization list.
Results: Pol sequence was available for 732 HIV-infected patients: 292 native Spanish, 226 sub-Saharan Africans (SSA), 114
Central-South Americans (CSA) and 100 from other regions. Global TDR prevalence was 9.7% (10.6% for Spanish, 8.4% for
SSA and 7.9% for CSA). The highest prevalences were found for protease inhibitors (PI) in Spanish (3.1%), for non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) in SSA (6.5%) and for nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) in both
Spanish and SSA (6.5%). The global TDR rate decreased from 11.3% in 2004–2006 to 8.4% in 2007–2010. Characteristics
related to a decreasing TDR trend in 2007-10 were Spanish and CSA origin, NRTI- and NNRTI-resistance, HIV-1 subtype B,
male sex and infection through injection drug use. TDR remained stable for PI-resistance, in patients infected through sexual
intercourse and in those carrying non-B variants. However, TDR increased among SSA and females. K103N was the
predominant mutation in all groups and periods.
Conclusion: TDR prevalence tended to decrease among HIV-infected native Spanish and Central-South Americans, but it
increased up to 13% in sub-Saharan immigrants in 2007–2010. These results highlight the importance of a specific TDR
surveillance among immigrants to prevent future therapeutic failures, especially when administering NNRTIs.
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Introduction
The presence of transmitted drug resistance mutations (TDR) in
patients unexposed to highly active antiretroviral treatment
(HAART) is a major problem in the management of HIV-1
infection. Several studies have described a high risk of virological
failure to first therapy in patients harbouring resistance mutations
conferring resistance to any of the drugs received. Nevertheless,
first-treatment guided by initial resistance testing achieves similar
efficacy in patients with primary drug resistance as in patients with
wild-type virus [1–4]. Therefore, international guidelines recom-
mend that initial treatment choice should depend on the HIV
resistant test results prior to starting HAART [5–7].
Numerous works have analysed the TDR prevalence in
Western Europe and the United States. After several years with
a continuous increase in the TDR rate [8–10], the efficacy of
HAART and the development of both new antiretroviral drugs
and classes have led to stable [2,11–14] or decreasing trends
[15,16] of TDR. However, the TDR trends could be intimately
related to the antiretroviral programmes implemented in each
region, but only few studies have reported TDR prevalences according
to the origin of the patients [11,17]. Given that immigrant patients
account for a growing portion of the HIV-infected population in
developed countries, the presence and trends of TDR among this
subgroup should be explored in detail. In Spain, a third of newly
HIV-diagnosed patients are immigrants [18–19], most of them
coming from Central and South America or sub-Saharan Africa.
The special socio-cultural characteristics of these populations as well
as the antiretroviral policies established in their regions of origin
may affect the transmission of resistant variants. Therefore, we
PLoS ONE | www.plosone.org 1 October 2011 | Volume 6 | Issue 10 | e26757
analyze here the changes in the TDR rate through the last 15 years




A total of 732 HIV-1-infected patients diagnosed between 1996
and 2010 with at least one pol sequence prior to any antiretroviral
treatment were included. Most (.98%) were under follow-up in
different HIV/AIDS clinics in Madrid, Spain. The origin of the
patients (i.e., self-reported place of birth) was: 292 native Spanish,
226 sub-Saharan Africans (SSA), 114 Central and South
Americans (CSA), 26 East Europeans (including Russia), 20 West
Europeans and North Americans, 3 North Africans, 2 Asians and
49 of unknown origin. The most frequent countries of origin for
SSA were Equatorial Guinea (111 patients), Nigeria (28), Sierra
Leone (10) and Liberia (7). For CSA, Ecuador (20), Argentina (15),
Colombia (14), Brazil (13) and Cuba (13). For East Europeans
Romania (10) and Russia (7). Finally, for West Europeans, the
most frequent origins were France and Portugal (6 each). Both
protease (PR) and reverse transcriptase (RT) sequences were
available for 641 patients, only PR sequence for 89 patients and
only RT for 2 patients. Most (495, 67.6% [CI: 64.2271]) of the
HIV-1 sequences included had been previously published [20–21].
The remaining were collected from Hospital Ramo´n y Cajal
(n = 218) and Hospital Doce de Octubre (n = 19) in Madrid, Spain.
This study was part of a project approved by the review board of
the Hospital Ramo´n y Cajal Clinical Research Ethical Committee.
It was designed to protect the rights of all subjects involved under
the appropriate local regulations. To maintain subject confiden-
tiality, a unique ID number was assigned to each specimen, and
written consent obtained for each patient by clinicians.
Drug resistance
The prevalence of transmitted drug resistance was defined
according to the list of mutations for TDR surveillance as
recommended by the World Health Organization [22] using the
Calibrated Population Resistance tool [23]. Genotypic interpre-
tation of these resistance mutations was evaluated using the
Stanford HIVdb Algorithm [24], version 6.0.11. Resistance was
normalized in three levels: susceptible (S), intermediate (I), and
resistant (R).
HIV-1 subtyping
HIV-1 subtypes and circulating recombinant forms (CRF) were
identified by phylogenetic analysis of the pol sequences. The 2008
version of the subtype reference dataset provided by Los Alamos
National Laboratory was used. At least two representative se-
quences of each 9 subtypes and the 43 CRF of HIV-1 group M
available at the moment of the analysis were taken as references.
DNA sequences were aligned using the ClustalX 2.0.11 program.
The tree topology was obtained using the Neighbour-Joining
method. The pairwise distance matrix was estimated using the
Kimura two-parameter model within the DNAdist program, as
implemented in the PHYLIP software package. Bootstrap re-
sampling (1,000 data sets) of the multiple alignments was performed,
with the bootstrap cut-off set at 700.
Statistical analysis
Prevalences were expressed in percentage and 95% confidence
interval (CI). Continuous variables were compared using the
t-test. Categorical variables were compared using the chi-square
test or Fisher’s exact test if appropriate. Association between
epidemiological, clinical and virological factors was analysed by
univariate and multivariate logistic regression. The maximum
model included the variables of origin of the patient, route of HIV
infection, HIV subtype and time period of infection. Changes over
time in the resistance prevalences were analysed using a chi-square
test for trends (linear-by-linear association). Significance was set at
p,0.05.
Results
TDR prevalence (i.e., to any antiretroviral drug class) among
the 732 patients diagnosed in Madrid, Spain, between 1996 and
2010 was 9.7% (CI: 7.6211.8) (Figure 1). Table 1 shows the
main characteristics of the population comparing patients infected
with wild-type viruses with those harbouring TDR. Regarding the
antiretroviral drug class, TDR prevalence among patients in our
study was 2.9% (CI: 1.724.1) for PR inhibitors (PI) (3.1% [CI:
1.125.1] in Spanish, 1.8% [CI: 0.123.5] in SSA and 1.7% [CI:
20.724.2] in CSA), 6.1% (CI: 4.227.9) for nucleoside reverse-
transcriptase inhibitors (NRTI) (6.4% [CI: 3.629.3] in Spanish,
6.5% [CI: 2.8–10.2] in SSA and 5% [CI: 0.729.4] in CSA), and
5.4% (CI: 3.727.2) for non-nucleoside RT inhibitors (NNRTI)
(5% [CI: 2.527.6] in Spanish, 6.5% [CI: 2.8–10.2] in SSA and
4% [CI: 0.2–7.9] in CSA). To assess the TDR prevalence
according to the calendar year, sequences were grouped in three
periods (2000-03, 2004-06 and 2007-10) according to the observed
resistance trend by calendar year. Sequences obtained before year
2000 were included in the global estimates but excluded in the
analyses due to their low number (n = 32) and representativeness
since all were sequences from immigrant patients. In the whole
study population, the TDR prevalence to any antiretroviral drug
was 10.6% (CI: 5.3215.9), 11.3% (CI: 7.8214.8) and 8.4% (CI:
5211.8) in those periods, respectively (p trend = 0.35). In the
following paragraphs, the TDR prevalences and temporal trends
in these periods are detailed according to different factors.
According to drug class
As observed in the global TDR prevalence, the presence of
transmitted PI-resistance mutations reached a maximum in 2004-
06 (4.1% [CI: 1.926.3]), and declined to its minimum value (1.6%
[CI: 023.2]) in the last period (2007-10) (p trend = 0.23). On the
other hand, rates of both NRTI- and NNRTI-resistance declined
progressively and significantly along the three periods: 13.2% (CI:
5.2221.3), 6.1% (CI: 3.428.7) and 4.4% (CI: 1.926.9), for NRTI
(p trend = 0.03) and 10.3% (CI: 3.1217.5), 5.8% (CI: 3.228.4)
and 3.6% (CI: 1.325.9), for NNRTI (p trend = 0.04). This decline
was more pronounced for NRTI-resistance mutations, getting
closer to the NNRTI-resistance mutations rate in the last period
(Figure 2a). Thus, transmitted resistance to RT inhibitors was
two or threefold higher than that for PI in 2007-10 (p = 0.06).
According to HIV-1 variant
Subtype B was found in 383 (52.3%, [CI: 48.7–55.9]) patients,
meanwhile non-B subtypes and recombinants infected 349 (47.7%
[CI: 44.1–51.3]) patients. Among them, the most frequent variants
were: CRF02_AG (128 patients), subtype A (36), subtype G (35),
CRF12_BF (23) and subtype C (22). Although global TDR
prevalence was similar in subtype B and in non-B variants (10.2%
[CI: 7.1–13.2] vs. 9.2% [CI: 6.1–12.2], p = 0.64) their TDR
temporal trend was different (Figure 2b): in subtype B, TDR
declined from 12.5% (CI: 3.1221.9) in 2000-03 to 6.8% (CI: 2.3–
11.4) in 2007-10 (p trend = 0.16), but in non-B variants this
prevalence remained stable (9.5% [CI: 3.2–15.8] and 9.8% [CI:
4.7–14.8], respectively [p trend = 0.99]). Of note, TDR was higher
HIV Transmitted Resistance Among Africans in Spain
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in non-B than in subtype B (9.8% [CI: 4.7–14.8] vs. 6.8% [CI:
2.3–11.4], p = 0.54) in the last period.
According to the origin of patients
Global TDR prevalences were 10.6% (CI: 7.1–14.1) in native
Spanish, 8.4% (CI: 4.8–12) in SSA and 7.9% (CI: 2.9–12.8) in
CSA (Figure 1). Regarding the temporal trends in each
population (Figure 2c), TDR declined constantly in Spanish
natives: 13.2% (CI: 2.41–23.9) in 2000-03, 11.8% (6.7–17) in
2004-06 and 8% (CI: 2.7–13.3) in 2007-10 (p trend = 0.28). In
CSA, no TDR mutations were detected in 2000-03, but TDR
reached similar rates as in natives in the following periods: 10.2%
Figure 1. Prevalence of TDR to each drug class according to the origin of the patients. TDR, transmitted drug resistance; NRTI, nucleoside
reverse transcriptase inhibitors; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; PI, protease inhibitors; n, number of patients.
doi:10.1371/journal.pone.0026757.g001
Table 1. Comparison of characteristics between patients infected with virus harbouring TDR and patients infected with wild-type
virus.
Total With TDR Wild-type p value OR (95% CI) in univariate analysis
Patients (n) 732 71 (9.7) 661 (90.3) -
Origin [n (%)]
Spain 292 (39.9) 31 (43.7) 261 (39.5) 0.5 1
SSA 226 (30.9) 19 (26.8) 207 (31.3) 0.4 0.77 (0.42–1.40)
CSA 114 (15.6) 9 (12.7) 105 (15.9) 0.47 0.73 (0.33–1.58)
Other 100 (13.7) 12 (16.9) 88 (13.3) 0.38 1.15 (0.57–2.33)
Sex [n (%)]a
Male 469 (68.6) 47 (69.1) 422 (68.5) 0.92 1
Female 215 (31.4) 21 (30.9) 194 (31.5) 0.92 1.67 (0.50–5.58)
Route of transmission [n (%)]b
Heterosexual contact 269 (49.4) 23 (44.2) 246 (50.0) 0.43 1
Homo/bisexual contact 196 (36.0) 18 (34.6) 178 (36.2) 0.82 0.90 (0.46–1.78)
Injection drug use 68 (12.5) 9 (17.3) 59 (12.0) 0.27 1.58 (0.73–3.41)
Other 11 (2.0) 2 (3.8) 9 (1.8) 0.33 1.22 (0.70–2.12)
HIV-1 Subtype [n (%)]
B 383 (52.3) 39 (54.9) 344 (52.0) 0.64 1
Non-B 349 (47.7) 32 (45.1) 317 (48.0) 0.64 0.89 (0.54–1.46)
Year of HIV-1 Infection [n (%)]
,2000 32 (4.4) 0 (0) 32 (4.8) - 0
2000-03 132 (18.0) 14 (19.7) 118 (17.8) 0.82 1
2004-06 318 (43.4) 36 (50.7) 282 (42.7) 0.19 1.08 (0.56–2.07)
2007-10 250 (34.1) 21 (29.6) 229 (34.6) 0.39 0.78 (0.38–1.58)
TDR, transmitted drug resistance; OR, odds ratio; CI, confidence interval; n, number of patients; SSA, sub-Saharan Africa; CSA, Central and South America.
aData available for 684 patients.
bData available for 544 patients.
cData available for 541 patients.
doi:10.1371/journal.pone.0026757.t001
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Figure 2. Temporal trends of TDR prevalence. The prevalences are detached according to A) drug class; B) HIV-1 variant; C) origin of the
patients (as self-reported birth place); D) sex of the patients; and E) risk practice. TDR, transmitted drug resistance; NRTI, nucleoside reverse
transcriptase inhibitors; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors; PI, protease inhibitors; SSA, sub-Saharan Africa; CSA, Central and
South America; Htsex, heterosexual contact; Homo, homo/bisexual contact; IDU, injection drug use. The p-values shown next to the lines and sharing
color code correspond to the chi-square test for trend in each case.
doi:10.1371/journal.pone.0026757.g002
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(CI: 2.5–17.9) in 2004-06 and 8.6% (CI: 20.7–17.8) in 2007-10 (p
trend = 0.47). In contrast, among SSA the TDR prevalence
remained stable in 2000-03 and 2004-06 (7.7% [CI: 1.2–14.2] in
both cases) and rose up to 13% (CI: 5.1–21) in 2007-10 (p
trend = 0.27). Thus SSA presented the highest TDR frequency in
the last period. Finally, TDR prevalence was very high among
East Europeans (5/26, 19.2% [CI: 4.1–34.4]) and West Europeans
(3/20, 15% [CI:20.6–30.6]), although the low number of patients
did not allow to differentiate the prevalence according to temporal
trend.
According to sex of the patients
Most (68.6% [CI: 65.1–72]) of the subjects with available data
were males (Table 1). Global TDR prevalence was similar
between them and females (10% [CI: 7.3–12.7] vs. 9.8% [CI: 5.8–
13.7], respectively, p = 0.97). Although this similarity was observed
in 2000-03 (9.7% [CI: 2.3–17] vs. 11.3% [CI: 3.4–19.2]), TDR
increased among male patients but decreased among females in
2004-06 (13% [CI: 8.7–17.4] vs. 8.5% [CI: 1.4–15.6], p = 0.46)
and vice versa in 2007-10 (6.6% [CI: 2.8–10.3] vs. 12.5% [CI: 4.9–
20.1], p = 0.21).
According to route of HIV infection of the patients
Half (49.4% [CI: 45.2–53.6]) of the patients with known route
of transmission had been infected through heterosexual inter-
course (Table 1). TDR prevalence was higher (13.2% [CI: 5.2–
21.3]) in injection drug users (IDU) and similar in those infected
through homo/bisexual (9.2% [CI: 5.1–13.2]) and heterosexual
(8.5% [CI: 5.2–11.9]) intercourse. Regarding the temporal trend,
there was a drastic decrease in the TDR rate among IDU (n = 68),
the most common risk practice in Spain until the late 90 s. This
rate was 23.5% (CI: 3.4–43.7; 4/17 patients) in 2000-03, 14.8%
(CI: 1.4–28.2; 4/27) in 2004-06 and 4.3% (CI: 24–12.7; 1/23) in
2007-10 (p trend = 0.08). Among homo/bisexuals, the prevalence
rose from 2000-03 (4.7% [CI:24.3–13.9]) to 2004-06 (12.6% [CI:
6.44–18.8]) but decreased to the initial level in the last period
(4.7% [CI: 20.5–10]) (p trend = 0.36). Finally, the TDR rate in
heterosexuals seemed to stabilize after an increase from 2000-03
(4.4% [CI: 20.5–9.3]) to 2004-06 (12.3% [CI: 4.8–19.9]), and was
the risk practice with the highest TDR prevalence in 2007-10
(10% [CI: 4.1–15.9]) (p trend = 0.32).
Patients infected with viruses harbouring TDR mutations
Among the 71 patients harbouring TDR mutations (Table 1),
31 were Spanish, 19 SSA, 9 CSA, 5 East Europeans, 3 West
Europeans, 1 North African and 3 of unknown origin. In three
quarters (53, 74.6% [CI: 64.2–84.8]) of the cases, TDR affected
only a single drug class. However, in 6 patients (4 Spanish, 1 SSA
and 1 CSA) a triple-class resistance was found. The pattern of
TDR mutations was different for NRTI- and PI-resistance
according to the origin (Figure 3). Among SSA, RT-M184I/V
and PR-M46L were the most frequent mutations, respectively,
meanwhile in both Spanish natives and CSA, RT-T215rev and
PR-V82A were the most prevalent substitutions. For NNRTI-
resistance, K103N was the most frequent mutation in all groups,
although its prevalence was higher in SSA (4.7% [CI: 1.5–7.8]). In
fact, K103N was the most prevalent mutation in all periods, and it
was the mutation found in a third of the cases (15/45) where a
single TDR mutation was found. The temporal trend of specific
mutation prevalences showed significant reductions from 2000-03
to 2007-10 for tymidine-analogue mutations together (8.8% [CI:
2.1–15.6] to 2.4% [CI: 0.5–4.3], p trend = 0.03) and K103N
(10.3% [CI: 3.1–17.5] to 3.2% [CI: 1–5.4], p trend = 0.02) and
non-significant reduction for M184I/V (4.4% [CI: 20.5–9.3] to
2.4% [CI: 0.5–4.3], p trend = 0.67). In the logistic model
(Table 1), there was no significant difference in the prevalence
of TDR according to sex, year or route of HIV-1 infection or
origin of the patients.
Figure 3. Prevalence of individual mutations among the patients infected with HIV-1 variants harbouring any TDR. SSA, sub-Saharan
Africa; CSA, Central and South America; PI, protease inhibitors; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI, non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors.
doi:10.1371/journal.pone.0026757.g003
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Clinical implications of TDR
The analysis of the genotypic resistance interpretation of the 71
pol sequences harbouring TDR (Figure 4) revealed that especially
in the case of PI there are options to select a fully active drug even
in patients carrying PI-resistance mutations if the treatment choice
is guided by the resistance test. Actually, none of the 21 patients
with PI-resistance mutations presented high resistance levels to all
PI tested due to their susceptibility to new-generation drugs like
darunavir or tipranavir. Among the 39 patients with NRTI-
resistance mutations, only 5 (12.8% [CI: 2.3–23.3]) presented
some level of resistance to all NRTI included. Furthermore, 14
(35.9% [CI: 20.8–50.9]) and 16 (41% [CI: 25.6–56.5]) were fully
susceptible to the most used NRTI combinations, emtricitabine/
tenofovir and lamivudine/abacavir. Regarding NNRTI-resis-
tance, none of the 34 patients with resistance mutations was fully
susceptible to efavirenz and nevirapine, the most used drugs of this
class. Only etravirine would have some level of activity in these
patients.
Differences in HIV viral load
Patients infected with HIV variants harbouring TDR presented
a significantly lower mean viral load compared to those infected
with wild-type HIV (4.1 log [SD: 0.83] vs. 4.4 log [SD: 0.83] RNA-
HIV-1 copies/ml, p = 0.03). This result was also obtained when
comparing patients infected with viruses carrying or not the
mutation M184I/V (3.9 log [SD: 0.86] vs. 4.4 log [SD: 0.83],
p = 0.04). In addition, according to sex, male patients presented a
significantly higher viral load than female patients (4.5 log [SD:
0.79] vs. 4.2 log [SD: 0.89], p,0.001) at diagnosis time. There
were no differences in plasma HIV viraemia according to origin,
risk practice, HIV infection year or HIV subtype in the study
population.
Transmission clusters
Phylogenetic analyses only revealed a cluster of drug-resistance
mutations transmission. This involved a native Spanish and a
Chilean diagnosed in 2006 in the same clinic and infected with
three-drug class resistant subtype B viruses. Both specimens
harboured mutations F53L and L90M at PR and M41L, K103N,
L210W and T215D at RT.
Discussion
This study explores the evolution of TDR rates through 15
years (1996–2010) in a large set of HIV-infected naı¨ve patients
diagnosed in Spain taking into account different factors: drug class,
viral variant, origin of the patient, route of infection and sex. The
global TDR prevalence reported in this work (9.7%) is in
agreement with the most representative European studies, where
this rate has stabilized around 10% [1,11,12,15]. In the USA, the
TDR prevalence has traditionally been higher, but it also has
started to stabilize [4,25]. According to our results, the rate of
transmitted NRTI-resistance is clearly dropping in Spain until
reaching the levels of NNRTI-resistance, as already reported in
other developed countries [11,15]. In addition, in three quarters of
the cases the transmission of resistance is limited to a single class.
The stabilization of TDR rates is partially due to the high
efficacy of the HAART in Europe, where there is universal access
to this treatment. However, in other regions where treatment is
not available to all HIV-infected people on a regular basis,
emergence and transmission of HIV resistant variants is likely to
happen. Thus, it could be assumed that the TDR trend previously
reported in developed countries will be observed in developing
regions as treatment programmes are implemented. According to
this, low TDR prevalences found in the last years in regions with
shorter HAART tradition [26–27] are expected to be followed by
a peak as seen in Europe around years 2002-03. This has been
reported in African regions with an older treatment scale-up [28–
30]. Here, we describe a growing TDR prevalence among sub-
Saharan patients (SSA) in contrast to the native HIV-infected
population and the general trends reported in West Europe. A
high rate of losses to follow-up has been described among SSA
under treatment in Spain probably due to a low educational level
and their high geographic mobility looking for work [31]. Due to
an ineffective follow-up, drug-resistance variants can be emerging
and circulating among treated SSA and eventually producing
TDR events within this subgroup. Given that SSA patients
Figure 4. Predicted susceptibility to antiretroviral drugs of the 71 viruses carrying TDR mutations. Susceptibility was estimated
according to the HIVdb Interpretation Algorithm (Stanford University, Palo Alto, CA, USA). TDR, transmitted drug resistance; PI, protease inhibitors:
nelfinavir (NFV); atazanavir/r (ATV/r), indinavir/r (IDV/r), fosamprenavir/r (FPV/r), saquinavir/r (SQV/r), lopinavir/r (LPV/r), tipranavir/r (TPV/r) and
darunavir/r (DRV/r), where ‘‘/r’’ indicates co-administration with low-dose ritonavir (RTV) for pharmacological ‘‘boosting’’. NRTI, nucleoside reverse
transcriptase inhibitors: lamivudine (3TC), emtricitabine (FTC), abacavir (ABC), didanosine (ddI), zidovudine (AZT), stavudine (d4T), tenofovir (TDF).
NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors: nevirapine (NVP), delavirdine (DLV), efavirenz (EFV), etravirine (ETR); R, high level resistance; I,
intermediate resistant; S, susceptible.
doi:10.1371/journal.pone.0026757.g004
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occasionally come to Spain to receive antiretroviral treatment and
return afterwards to Africa, transmission of HIV resistant variants
within this collective could be happening either in Africa or in
Spain. Thus, the observed increasing TDR trend among infected
SSA in our study population, the high prevalence of HIV-1 non-B
variants in that collective, and the different NRTI-resistance TDR
pattern found in SSA than in native Spanish, would strongly
suggest that SSA in Spain could have acquired the infection in
their countries of origin or in Spain through infected Africans
carrying resistant viruses.
On the other hand, we observed an absence of TDR in 2000-03
among the 18 CSA in our cohort. However, TDR rates reached
similar levels as in native Spanish in the following periods. This
could be due to the low number of CSA patients included in the
first period or to the limited scale up access to treatment in these
regions. Nowadays, TDR trends in CSA patients are expected to
be similar to trends among Spanish because antiretroviral therapy
programmes have been working in most of these countries for at
least a decade [32]. Also the presence of non-B variants typical
from certain regions of Central and South America (CRF12_BF in
Argentina and Chile and CRF23_BG in Cuba) among CSA
patients harbouring resistant strains suggests that these infections
probably occurred before arriving to Spain. Despite their low
representation, both East and West Europeans (26 and 20 patients,
respectively) showed TDR prevalences beyond 15%. Nevertheless,
these patients infected with resistance variants were diagnosed
before 2006, and were IDU in most cases, both characteristics
related to a higher TDR prevalence according to our results.
Focusing on the HIV subtype, we describe a higher TDR
prevalence in the last study period (2007-10) in patients carrying
non-B variants versus subtype B. This was due to the TDR decrease
among subtype B in contrast to its stabilization among non-B
variants. This is in agreement with other studies reporting growing
TDR rates in non-B versus subtype B [20,33]. However, most
studies [11–13,15] report higher TDR rates in subtype B, although
all of them describe the absolute prevalences in the entire study
period and not the temporal trends according to the subtype. Our
results could be misleading due to the high prevalence of non-B
subtypes and recombinants among SSA patients. Actually,
excluding SSA patients, non-B variants showed a decreasing
TDR prevalence from 15.8% to 6.1% in the first and last period,
respectively (results not shown). Therefore the increase was
probably due to the origin, not to the subtype. On the other
hand, the correlation between HIV subtype and birth place of the
patients could also have confused the different mutational pattern
described: the preferential presence of NRTI-resistance mutation
M184I/V in SSA compared to T215revertants in Spanish and
CSA could appear to be associated to the infection by non-B
variants and subtype B, respectively, as reported in other countries
[34,35]. However, the different antiretroviral strategies imple-
mented in these regions could also be a probable cause of this
different mutational pattern in the studied naive HIV-1-infected
patients carrying resistant viruses.
Our observation of a lower viral load among patients infected
with variants carrying M184I/V has previously been described
[36] due to the fitness reduction related to its acquisition. In
addition, the lower viral load in female versus male at baseline has
already been observed [37]. Regarding the analysis according to
the route of infection, the decrease of the TDR rate among IDU
across the years is a consequence of the evolution of HIV
epidemics in Spain and a better treatment compliance among the
IDU population. In the late 90 s the use of injecting drugs was by
far the first route of HIV infection, but clearly decreased while
HIV transmission due to unprotected sexual contacts increased [19].
According to the genotypic resistance interpretation, the TDR
mutations found in 71 patients mainly affect the NNRTI-based
therapy, the first choice in Spain for naı¨ve patients [7], due to the
presence of K103N, the most frequent mutation in the study
especially among SSA. Despite its transmission as a singleton
mutation, K103N seriously compromises the use of efavirenz or
nevirapine. Only etravirine, the second-generation NNRTI
approved solely for salvage regimens, could have some level of
activity in these patients. Therefore, resistance testing prior to first-
line treatment choice is strongly recommended. In developed
countries there are therapeutic options as new generation NNRTI,
PI or even new classes as integrase or entry inhibitors. Unfor-
tunately, all these options are not available in developing regions
where NNRTI-resistance among naı¨ve patients is rising [28].
Interestingly, the highest NNRTI-resistance prevalence in our
study was found among SSA, although in some cases this could
possibly be explained by unrecorded, prophylactic use of
nevirapine in Africa. Our results also suggest that PI could be
active in most naı¨ve patients carrying PI-resistance mutations if the
treatment choice were guided by the resistance test.
The main limitation of this study is the restricted number of
patients which prevents a solid statistical support of the TDR
trends, for instance analyzing East and West Europeans living in
Spain. The delimitation of the study periods could also be a source
of bias despite the fact they were selected to reflect the trend by
calendar year as accurately as possible. In addition, sub-Saharan
patients might be overrepresented due to the special care they
receive in the Tropical Medicine Units ascribed to the clinics
included in the work, especially patients from Equatorial Guinea, a
former Spanish colony located between Cameroon and Gabon.
Nevertheless, since the year 2000 the immigration in Spain has
increased exponentially, particularly in Madrid, where 17% of the
general population were foreigners in 2010. Finally, the surpris-
ingly high rate in native Spanish of RT-M184I/V (4.4%), a
mutation rapidly cleared due to its cost in terms of viral fitness
[38], might reflect an unrecorded previous treatment exposure in
some patients.
In summary, TDR prevalence in Spain follows the general
trend in Western Europe. The TDR rate is decreasing especially
for NRTI-resistance. However, the TDR trends during 2000–
2010 differed according to the origin of the patients. Whereas in
native Spanish and Central-South Americans the TDR rate is
decreasing, we report for the first time an increasing TDR
prevalence among sub-Saharan patients diagnosed in Spain, who
form the collective with the highest TDR prevalence in Spain
since 2007. This could be due to the special socio-cultural
characteristics of these patients, which may compromise antiret-
roviral treatment compliance and follow-up. Since TDR is
expected to increase in developing regions as treatment is
implemented, the presented results highlight the importance of a
specific TDR surveillance among immigrants living in high-
income countries to prevent future therapeutic failures, especially
when administering NNRTI due to the high K103N prevalence.
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a b s t r a c t
Background: HIV-1 group M is classiﬁed into 9 subtypes and recombinants (CRFs/URFs). Variants other
than subtype B (non-B) cause 90% of infections worldwide. HIV is often subtyped using automated tools
instead of the gold-standard phylogenetic analysis. We evaluated the reliability of subtyping tools vs.
phylogeny in a panel of HIV-1 pol sequences from the cohort of naïve patients of the HIV/AIDS Spanish
Research Network (CoRIS).
Methods:HIV-1 subtypingwasperformedusing sevenautomated subtyping tools (Stanford,Geno2pheno,
Rega, NCBI, EuResist, STAR, TherapyEdge) in HIV-1 pol sequences from 670 CoRIS patients previously
subtyped by phylogeny (587 subtype B/83 non-B). Sensitivity with respect to phylogeny was assessed.
Results: Most tools correctly classiﬁed subtype B, although up to 15% of non-B sequences were wrongly
identiﬁed as B depending on the tool. For subtype B and CRF02 AG identiﬁcation, Stanford/NCBI and
Geno2pheno/Rega presented the highest/lowest sensitivities, respectively. EuResist and Geno2pheno
correctly classiﬁed all 13 non-B “pure”subtypes at pol. The efﬁcacy of all subtyping tools dropped clearly
when identifying recombinants different fromCRF02 AG. OnlyNCBI05, Rega and STAR identiﬁedURF, but
with very low sensitivities. NCBI classiﬁed the highest number of subtypes B as non-B, and overestimated
recombinants, especially when including references of 2009.
Conclusions: Automated tools are useful for subtype B identiﬁcation, although they present serious limi-
tations in classifying variants uncommon in developed regions, especially recombinants. Their sensitivity
depends on the prevalence of non-B variants in the population, and decreases drastically when the fre-
quency of recombinants increases. Furthermore, HIV-1 variant distribution differs according to the tool
used.
. IntroductionHuman immunodeﬁciency virus type 1 (HIV-1) has been
ivided in four groups: M (main), O (outlier), N (non-M, non-O)
nd the recently identiﬁed P (Plantier et al., 2009). Most variants
re included in group M, which is subdivided into 9 subtypes
∗ Corresponding author at: HIV-1 Molecular Epidemiology Laboratory, Depart-
ent of Microbiology, Hospital Universitario Ramón y Cajal, Ctra. Colmenar Viejo
m. 9,100, 28034 Madrid, Spain. Tel.: +34 91 3368330; fax: +34 91 3368809.
E-mail address: aholguin.hciii@salud.madrid.org (Á. Holguín).
166-3542/$ – see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.antiviral.2010.10.008© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
(A–D, F–H, J, K), at least 45 circulating recombinant forms (CRFs)
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html)
and multiple unique recombinant forms (URFs). URFs are widely
spread throughout the world, with different recombination
breakpoints from those found in CRFs. The global distribution
of HIV-1 clades is unequal. Subtype B only accounts for around
10% of the total infections worldwide (Hemelaar et al., 2006), but
is prevalent in developed countries, including Western Europe
and North America. Thus, most clinical and biological studies are
based on this clade. The remaining subtypes and the recombinant
forms (grouped as “non-B” variants) have been studied less, even
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nfections. Among them, subtypes C and A and recombinants
RF01 AE and CRF02 AG are responsible for nearly 70% of all HIV
nfections. HIV-1 molecular epidemiology studies have revealed
n increasing prevalence of non-B subtypes and recombinants
n developed countries in the last decade (Wensing et al., 2005;
agir et al., 2007; Yerly et al., 2007; Frange et al., 2008; Holguín
t al., 2008a). In Spain, non-B variants have been increasing
mong newly diagnosed HIV-1 natives and immigrants in the last
ears, and their current prevalence is about 15% (Holguín et al.,
008a; Cuevas et al., 2009; De Mendoza et al., 2009), although it is
igher when the surveillance studies include a larger immigrant
opulation.
In addition to the epidemiological impact, the presence of non-
subtypes and recombinants has implications for the diagnosis
Candotti et al., 2000), the viral load quantiﬁcation (Gottesman
t al., 2004; Kim et al., 2007; Rouet et al., 2007, 2010; Steegen
t al., 2007; Holguín et al., 2008b; Korn et al., 2009; Wirden et al.,
009), the vaccine design (Zhang et al., 2010), the progression to
IDS (Vasan et al., 2006; Baeten et al., 2007) and the cognitive
mpairment (Sacktor et al., 2009). The genetic peculiarities of non-
variants (Kantor and Katzenstein, 2003; Yebra et al., 2010) could
ffect the emergence of resistance (Grossman et al., 2004; Gonzalez
t al., 2008), the viral replicative capacity (Holguín et al., 2006),
he genetic barrier of certain drugs (Van de Vijver et al., 2005), the
rug-binding afﬁnity (Kinomoto et al., 2005) and the reliability of
lgorithms of genetic resistance interpretation (Snoeck et al., 2006;
hampenois et al., 2008; Yebra et al., 2010). Thus, a proper detec-
ion and description of HIV-1 variants in representative cohorts are
f clinical importance. Phylogenetic analysis (phy) is the gold stan-
ard method for subtyping and discrimination between subtypes
nd/or CRFs. However, it is not widely implemented in clinical set-
ings because of its complexity. Several automated subtyping tools
ave been developed for HIV-1 classiﬁcation in the clinical routine.
hey are fast and easy to use, and most are free-of-charge. How-
ver, they have considerable limitations vs. phy that confound their
esults especially in the analysis of non-B variants (Smith et al.,
005; Holguín et al., 2008c,d; Ntemgwa et al., 2008; Galán et al.,
009; Wilkinson and Engelbrecht, 2009; Yebra et al., 2010). Fur-
hermore, the results of different tools are usually in disagreement
Gifford et al., 2006; Loveday and MacRae, 2006), especially in the
nalysis of recombinants.
The objective of the present study was to assess the sensi-
ivity and speciﬁcity of seven subtyping tools (Stanford, Rega,
eno2pheno, NCBI, STAR, EuResist and TherapyEdge) in clas-
ifying a panel of HIV-1 pol sequences (587 subtype B/83
on-B) subtyped by phy from 670 different patients included in
oRIS, a large cohort of HIV-infected treatment-naïve patients in
pain.
. Materials and methods
.1. Study population
The Spanish cohort of ARV-naïveHIV-infected patients included
n the Research Network on HIV/AIDS (CoRIS) is a multicenter,
ospital-based prospective cohort of subjects over 13-years-old
een at 31 hospitals of the 19 Autonomous Regions in Spain from
anuary 2004. This study was approved by a review board and
thical Committee of the CoRIS Cohort. It was designed to pro-
ect the rights of all subjects involved under the appropriate local
egulations. About 60% of these patients have started ARV ther-
py and more than 30% of subjects are immigrants (Caro-Murillo
t al., 2007). Out of the 670 patients included in this study, 375
56%) were Spanish, 181 (27%) were immigrants (118 Central and
outh Americans, 17 Sub-Saharan Africans, 16 West Europeans,arch 89 (2011) 19–25
11 East Europeans, 10 North Africans, 6 North Americans and 3
Asians) and 114 were of unknown origin. Basal pol sequences in
fasta format were collected including the complete protease (PR)
(codons 1–99) and part of the reverse transcriptase (RT) (codons
38–260 or 1–335) from the 670 naïve patients with available
sequence.
2.2. HIV-1 variants identiﬁed by phy
HIV-1 subtypes and CRF were identiﬁed by phylogenetic
analysis (phy) of the 670 pol sequences. The 2008 version
of the subtype reference dataset provided by Los Alamos
National Laboratory (available at: http://www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/NEWALIGN/align.html) was used. It was
updated including more sequences of CRF absent or scarcely
represented (26 AU, 30 0206, 32 06A1, 34 01B, 38 BF, 41 CD and
42 BF). Therefore, at least two representative sequences of each 9
subtypes and the 43 CRF of HIV-1 group M available at the moment
of the analysis were taken as references. The tree topology was
obtained using the Neighbor-Joining method. DNA sequences were
aligned using the ClustalX 2.0.11 program. The pairwise distance
matrix was estimated using the Kimura two-parameter model
within the DNADIST program, as implemented in the PHYLIP
software package. Bootstrap re-sampling (1000 data sets) of the
multiple alignments was performed, with the bootstrap cut-off
set at 700. Out of the 670 sequences, 587 (87.6%) were subtype
B, and 83 (12.4%) non-B variants. Only 13 (15.7%) were “pure”
non-B subtypes: 1 A1, 3C, 4 F1, 4 F2, and 1 G. The remaining 70
(84.3%) non-B were recombinant. Forty-seven (67.1%) clustered
with 12 different CRFs (1 CRF01 AE, 31 CRF02 AG, 2 CRF03 AB, 1
CRF06 cpx, 1 CRF11 cpx, 1 CRF12 BF, 4 CRF14 BG, 1 CRF15 01B, 2
CRF19 cpx, 1 CRF20 BG, 1 CRF28 BF, 1 CRF42 BF) and 23 were URF.
They did not cluster to any known subtype/CRF, and presented
complex mosaic patterns, including fragments from 8 different
subtypes (A, B, C, D, F, G, J and K) and 3 different CRF (01 AE, 02 AG
and 03 AB). In more detail, they carried B/CRF02 AG sequences
(17.4%), A1/CRF03 AB (13%), B/A1/CRF03 AB (13%), B/F1 (8.7%),
B/A1 (8.7%) or others (39.1%).
2.3. Automated HIV-1 subtyping tools
HIV-1 subtyping by seven automated tools was also assessed
using all sequences. Six were free-of-charge and available online:
Stanford HIVdb 6.0.5, Geno2pheno 3.0, Rega 2.0, NCBI (including
both 2005 and 2009 reference sets), EuResist 2009, STAR 2006;
however TherapyEdge-HIV 2009 was a commercial tool. They
were available at: http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/sierra
sequence.html (HIV-1 Drug Resistance Database; Stanford
University, Palo Alto, CA); http://www.geno2pheno.org (Max
Planck Institute for Informatics, Saarbrücken, Germany);
http://www.bioafrica.net/subtypetool/html (Rega Institute for
Medical Research, Leuven, Belgium); http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/projects/genotyping/formpage.cgi (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD); http://engine.
euresist.org/data analysis/viral sequence/new (EuResist Project,
Rome, Italy); http://www.vgb.ucl.ac.uk/starn.shtml (UCL Divi-
sion of Infection and Immunity, Royal Free & University College
Medical School, London, UK) and http://www.therapyedge.com
(TherapyEdge-HIV, ABL, Luxembourg). A discrepancy was consid-
ered when the tool assigned a different HIV-1 subtype/CRF than
phy. For NCBI tool, we used two different reference sequences’ sets
(2005 and 2009) in the analysis, because NCBI09 included 22 more
CRFs than NCBI05.
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Table 1
Sensitivity of the automated subtyping tools vs. phy in the 670 HIV-1 pol sequences classiﬁcation.
HIV-1 variants (no.) % Sensitivity (95% CI)
Stanford 6.0.5 Rega 2.0 Geno2pheno 3.0 TherapyEdge 2009 STAR 2006 EuResist 2009 NCBI 2005 NCBI 2009
Subtype B (587) 98.6 (98;99) 85.9 (83;89) 95.9 (94;97) 95.6 (94;97) 95.1 (93;97) 97.6 (96;99) 81.3 (78;84) 48.7 (45;53)
Non-B variants (83) 47 (36;58) 48.2 (37;59) 59 (48;70) 55.4 (45;66) 50.6 (40;61) 57.8 (47;68) 54.2 (43;65) 16.9 (9;53)
Pure non-B subtypes (13) 76.9 (54;100) 92.3 (78;100) 100 92.3 (78;100) 84.6 (65;100) 100 76.9 (54;100) 53.8 (27;81)
CRF02 AG (31) 90.3 (80;100) 71 (55;87) 93.5 (85;100) 83.9 (71;97) 83.9 (71;97) 87.1 (75;99) 77.4 (63;92) 9.7 (−1;20)
CRF non-02 AG (16) 6.2 (−6;18) 12.5 (−4;29) 43.75 (19;68) 50 (25;74) 6.2 (−6;18) 50 (25;74) 31.2 (8;54) 25 (4;46)
URF (23) 0 17.4a (2;33) 0 0 17.4a (2;33) 0 26.1 (8;44) 0
Total (670) 77.3 (74;80) 81.2 (78;84) 91.3 (89;93) 90.6 (88;93) 89.5 (87;92) 92.7 (91;95) 77.9 (75;81) 44.8 (41;48)
No., number of sequences; CI, conﬁdence interval; CRF, circulating recombinant form; URF, unique recombinant form; Phy, phylogenetic analysis. We considered as correct












































most of them, although EuResist, TherapyEdge, and Geno2pheno
provided the best results (Table 1).
Regarding the identiﬁcation of the complex recombinant
mosaics or URF (n=23) previously characterized in our cohort by
phylogenetic analysis and bootscanning, only NCBI05, Rega and
Table 2
Subtyping of HIV-1 recombinant forms by automated tools.
HIV-1 recombinants by phy (no.) Correct identiﬁcations (no.) by
each subtyping tool vs. phy
CRF01 AE (1) EuR, G2p, NCBI05, Rega, Stanf,
STAR, and TE (1)
CRF02 AG (31) G2p (29); Stanf (28); EuR (27);
STAR and TE (26); NCBI05 (24);
Rega (22); NCBI09 (3)
CRF03 AB (2) None
CRF06 cpx (1) EuR, G2p and TE (1)
CRF11 cpx (1) TE (1)
CRF12 BF (1) G2p, NCBI05, Rega and TE (1)
CRF14 BG (4) EuR, G2p (4); NCBI05, NCBI09
and TE (3)
CRF15 01B (1) NCBI05 (1)
CRF19 cpx (2) EuR (2); TE (1)
CRF20 BG (1) NCBI09 (1)
CRF28 BF (1) None
CRF42 BF (1) NoneA1, 3C, 4 F1, 4 F2 and 1 G. CRF non-02 AG included: 1 CRF01 AE, 2 CRF03 AB, 1 CR
RF28 BF and 1 CRF42 BF (see Table 2). Complex recombinants or URFs not ascribed
ethod (Simplot) (Yebra et al., unpublished data).
a All the URFs whose mosaic patterns were correctly identiﬁed by Rega and STAR
.4. Statistical analysis
Sensitivity and speciﬁcity were obtained using a calcu-
ator available at: http://www.hrc.es/investigacion/bioest/otras
alculadoras.html.
. Results
.1. Different sensitivities of automated subtyping tools for HIV-1
ariant identiﬁcation
.1.1. In the complete cohort
The sensitivity of the seven automated tools for HIV-1 identiﬁ-
ation when compared to phy differed among HIV-1 variants and
ools. Including our entire study cohort (n=670) with predomi-
ance of clade B (87.6%), sensitivity exceeded 90% for Geno2pheno,
uResist andTherapyEdge.However,whenonly the83HIV-1non-B
ubtypes and recombinants were included, Geno2pheno, EuRe-
ist, TherapyEdge and NCBI05 only identiﬁed about 55% of them
Table 1). The remaining tools identiﬁed a half at best. Of note, a
igh rate (9.3% and 17.2%, respectively) of the 670 pol sequences
as not assigned to any subtype/recombinant using STARandRega.
TAR unassigned 33 (40%) non-B variants and 83 (14.1%) subtypes
and Rega 32 (38.5%) non-B variants and 29 (4.9%) subtypes B.
tanford and TherapyEdge provided the subtype at PR and RT sep-
rately, even when the complete pol (PR and RT) in one ﬁle was
sed. Stanford provided very similar sensitivities for HIV-1 variant
etection in PR/RT meanwhile TherapyEdge subtyped RT slightly
etter than PR (data not shown).
.1.2. In HIV-1 pure subtypes
For subtype B (n=587) identiﬁcation, Stanford presented the
ighest sensitivity (98.6%) and only misclassiﬁed 6 subtypes B
Table 1), but only in PR and not in RT. The speciﬁcity of subtyp-
ng tools was also high, ranging from 84.3% (Geno2pheno) to 100%
Rega). However, we observed misclassiﬁcations. In fact, all rapid
ubtyping tools, except Rega and STAR, identiﬁed as non-B vari-
nts from 1.4% (Stanford) to 51.3% (NCBI09) of the 587 subtype B
equences deﬁned by phy. NCBI presented the highest overestima-
ion of non-B variants, since it only correctly classiﬁed 71.3% or
8.7% of the subtype B sequences deﬁned by phy when the 2005
r 2009 versions were used, respectively (Table 1). In the remain-
ng cases, NCBI included regions of other subtypes or CRF besides
ubtype B, especially in the case of NCBI09.
For non-B pure subtypes (n=13, including A1, C, F1, F2 and
), the rate of correct identiﬁcations was high as well. EuResist
nd Geno2pheno correctly classiﬁed all of them. The sensitivity
as 77–92% in the remaining tools (Table 1). The speciﬁcity wasx, 1 CRF11 cpx, 1 CRF12 BF, 4 CRF14 BG, 1 CRF15 01B, 2 CRF19 cpx, 1 CRF20 BG, 1
HIV-1 subtype or circulating recombinant (CRF)were deﬁned using a bootscanning
each) were, however, unassigned by each tool.
also high (>99%) in most cases. Of note, among the 24 sequences
misclassiﬁed byGeno2pheno, 19were assigned to subtypeD. Ther-
apyEdge provided 4.4% of false non-B variants, 11 of them subtyped
as DPR/BRT. Thus, Geno2pheno and TherapyEdge could overesti-
mate subtype D, which has been demonstrated to have a faster
progression to AIDS and a higher pathogenicity (Vasan et al., 2006;
Baeten et al., 2007; Sacktor et al., 2009).
3.1.3. In HIV-1 recombinant forms: CRFs and URFs
All subtyping tools presented a high sensitivity for CRF01 AE
and CRF02 AG detection, although 7–29% of the 31 CRF02 AG
were underestimated using subtyping tools excluding NCBI09,
which presented important limitations in detecting both variants
(Table 1). The speciﬁcity for CRF01 AE andCRF02 AGwas very high,
ranging from 98.4% (EuResist) to 100% (NCBI’05) and 99.7% (EuRe-
sist) to 100% (Rega and NCBI09), respectively.
However, the efﬁcacy of all subtyping tools clearly dropped
when identifying recombinants different from CRF02 AG (Table 2).
Among the 15 pol sequences ascribed by phy to 10 different CRFs
non-CRF01 AE, non-CRF02 AG, automated tools failed to detectURF (23) NCBI05 (6); Rega and STAR (4)
No., number of sequences; CRF, Circulating Recombinant Form;URF, UniqueRecom-
binant Form;EuR, EuResist 2009;G2p,Geno2pheno3.0; Stanf, Stanford-HIVdb6.0.5;
TE, TherapyEdge-HIV 2009; NCBI05 and NCBI09, versions with reference datasets of
2005 and 2009 respectively; Rega, Rega version 2.0; STAR, STAR version 2006.
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aIV-1; no., number of sequences; CRF, circulating recombinant forms; URF, unique
eno2pheno 3.0, TherapyEdge-HIV 2009, STAR 2006, EuResist 2009 and NCBI (inc
ndependent results for protease and reverse transcriptase, and the cases with di
ncluding regions ascribed to different HIV-1 subtypes and/or CRF were considered
TAR were capable of identifying URF, but with very low sensi-
ivities (Table 1). Rega and STAR unassigned 15 and 16 of the 23
RF, respectively, and the remainingURFwerewrongly classiﬁedas
ure subtypes or CRF using both tools. Nevertheless, Rega correctly
howed the subtypes involved in the recombinants in 4 unassigned
RF (2 URF BF1, 1 BA1, 1 BC) and so did STAR in 4 other unassigned
RF (3URF B02, 1BC).On theotherhand,NCBI05correctlydetected
URF (3URF 02B, 1 03B, 1 BG02 and 1BC). TheURF BCwas the only
ne correctly identiﬁed by the three tools.
.2. HIV-1 non-B variants identiﬁed as subtype B by automated
ubtyping tools
A considerable rate (1–16%) of the 83 non-B variants by phywas
rongly identiﬁed as subtypeBby automated subtyping tools,with
he exception of NCBI09 and Rega (Table 2). Among the 83 non-B
ariants, Geno2pheno identiﬁed as subtype B 16% of cases, EuRe-
ist 14%, TherapyEdge 6%, Stanford 5% and STAR and NCBI05, 1%.
herefore, Geno2pheno and EuResist presented the highest over-
stimation of subtype B, and NCBI and Rega the lowest.
.3. HIV-1 variant distribution in CoRIS according to the
ubtyping tool
ThedistributionofHIV-1 subtypes and recombinants among the
70patients fromCoRISwasdifferent according toeach tool (Fig. 1).
n STAR and Rega, a high rate (9 and 17%, respectively) of sequences
asnot assigned toany subtype/CRF. Thedifferencesbetween tools
ere especially pronounced in CRFs non-02 AG: present in 2.4% of
atients according to phy, but ≤0.6% for STAR, Stanford and Rega,
nd almost ﬁvefold for EuResist. Finally, although URF represented
nly3.4%of cohortbyphy, this estimationwas55.2% forNCBI09and
2.1% for NCBI05. For TherapyEdge and Stanford, different results
n PR and RT were considered as URF (7.6% and 5.5%, respectively).
. Discussion
.1. Reliability of automated subtyping tools
HIV-1 subtyping is of clinical importance, as previously men-
ioned. The correct identiﬁcation of non-B variants is important
ue to their high prevalence in pandemics and their increasing
ate in industrialized countries by population movements from
reas where non-B variants are epidemic (Wensing et al., 2005;
erly et al., 2007; Holguín et al., 2008a). In fact, a third of newly
IV-diagnosed cases in Spain are immigrants (Caro-Murillo et al.,
009). Since the HIV/AIDS pandemic tends to constantly grow in
omplexity (Zhang et al., 2010) by the increasing spread of CRF
ndURF favored by coinfections and/or superinfections, the expan-binant forms. The automated tools included were: Stanford HIVdb 6.0.5, Rega 2.0,
both set of references from 2005 and 2009). Stanford and TherapyEdge provided
t results in the two regions were considered as URF. For NCBI, the pol sequences
F.
sion of recombinant viruses has complicated the HIV-1 subtyping.
Thus, an improvement in complex recombinant variants detec-
tion is strongly recommended. Phylogeny (phy) is considered the
gold-standard method for HIV subtyping. However, since it can
be laborious and complex, automated tools have been developed.
Although useful for subtype B identiﬁcation, they present limita-
tions (Smith et al., 2005; Gifford et al., 2006; Loveday and MacRae,
2006; Ntemgwa et al., 2008; Galán et al., 2009; Wilkinson and
Engelbrecht, 2009; Yebra et al., 2010).
This study compared the sensitivity of seven widely used HIV-
1 subtyping tools [Stanford, Geno2pheno, Rega, NCBI (2005 and
2009 versions), EuResist, STAR and TherapyEdge] with respect to
phy in the identiﬁcation of subtypes and recombinants in a large
and representative Spanish HIV-infected Cohort (CoRIS). To our
knowledge, this work includes the highest numbers of tools, HIV-1
sequences and different CRFs among the studies which compare
results of automated tools with phylogeny (Table 3).
We have shown that the sensitivity of certain automated sub-
typing tools (especially EuResist and Geno2pheno) in large cohorts
of HIV-1 infected patients can be very high if subtype B is pre-
dominant, as in our cohort. This good sensitivity is due to the
overrepresentation of subtype B in the databases because of its
dominance in the HIV epidemic in developed countries, where
more pol sequences are routinely available for resistance testing
(Table 3). However, we observed important failures in the subtype
B identiﬁcation for speciﬁc tools. Most of the automated subtyping
tools provided, to a greater or lesser extent, false subtype B among
the non-B sequences, overestimating the rate of subtype B isolates
in a given population. In more detail, between 10 and 15% of non-B
sequences were identiﬁed as subtype B when using Geno2pheno,
EuResist, and the separate analysis of PR and RT by Stanford and
TherapyEdge.
For pure non-B subtypes identiﬁcation, the best tools were also
Geno2pheno and EuResist (sensitivity 100%). Previous reports have
also described speciﬁc limitations in pure non-B subtypes identi-
ﬁcation using online subtyping tools. For instance, subtype D was
usually underestimated using Rega (Gifford et al., 2006; Holguín
et al., 2008c) but overestimatedusingGeno2pheno, Stanford (Galán
et al., 2009) and TherapyEdge due to its confusion with subtype B
especially in the PR, as our study conﬁrmed. The misclassiﬁcation
of subtypeD is of special relevance because this variant seems to be
morepathogenic thanothers (Vasan et al., 2006; Baeten et al., 2007;
Sacktor et al., 2009). An inadequate detection of subtype G by STAR
(Gifford et al., 2006), subtype J by Rega (Gifford et al., 2006; Holguín
et al., 2008c) and subtype A by Stanford (Gifford et al., 2006) has
also been published.
Focusing on recombinant variants, our data demonstrate that
the sensitivity of the automated tools decreases drastically when
there is an increase in non-B recombinants other than CRF01 AE
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and CRF02 AG, as they are absent or scarcely represented in the
databases of these tools. For instance, neither STAR nor Stanford
could subtype any single CRF other than 01 AE and 02 AG (Table 2),
reﬂecting the lack of sufﬁcient sequences in their databases.
Regarding URFs, subtyping tools were inefﬁcient in their detection.
Only NCBI05, Rega and STAR were capable of identify URF, but with
very low sensitivity. Our study presents a low number of non-01,
non-02 CRFs (n=15), due to their low prevalence in Spain, which
is probably insufﬁcient to extract a conclusion with statistical sup-
port. However, our results agree with other studies (Holguín et al.,
2008c; Galán et al., 2009; Yebra et al., 2010), and the presented data
could be very useful in countries where complex recombinants are
more frequent.
In addition, our data reveals that the HIV-1 subtype distribu-
tion in any study cohort is different according to the automated
subtyping tool used. In other words, the results of a molecular epi-
demiology study would change depending on the tool used and on
the prevalence of non-B variants, especially recombinants (Fig. 1).
4.2. Technical differences among subtyping tools
The described discrepancies between various automated tools
vs. phy could be explained by differences in both the subtyping
methods applied and the reference datasets included. HIV-1 vari-
ants were deﬁned by phy using the Neighbor-Joining (NJ) method.
Among the automated tools assessed here, only Rega was based on
phylogeny, also applying NJ combined with bootscanning. How-
ever, this tool has a threshold which prevents the assignation of
a subtype/CRF when it does not obtain enough statistical support.
This restricts its efﬁcacy despite using phylogeny. It is remarkable
that the highest sensitivity was obtained by tools which per-
formed a simple BLAST search, assigning to the query sequence
the subtype/CRF of the most similar reference in their databases
(Geno2pheno, EuResist, TherapyEdge, Stanford and NCBI). In par-
ticular, NCBI uses a sliding-window along the query sequence and
eachwindowis compared to the referencesbyBLAST.However, this
sliding-window causes an overestimation of recombination, mag-
niﬁed when more reference sequences are included as we reported
comparing 2005 vs. 2009 versions. With this method, the inclu-
sion of multiple references which share similarity confounded the
results instead of improving them. In several cases when NCBI05
assigned a speciﬁc subtype/CRF, NCBI09 provided a mixture of
subtypes/CRFs with common regions. Some CRFs are very close
and difﬁcult to discriminate in the studied region and it is thus
extremely difﬁcult to obtain reliable results with systems based on
Blast analysis. In contrast, STAR is a statistical method that uses
position-speciﬁc scoring matrices of each subtype to perform pro-
ﬁle subtype alignments. But, as well as Rega, there are many cases
where STAR does not assign any subtype if the assignment’s P-
score does not reach the threshold. The different reference sets
used by each tool are also important in the discrepancies. Mean-
while STARandStanford excluded anyCRFdifferent fromCRF01 AE
andCRF02 AG, Rega andGeno2pheno included up to CRF14 BG and
TherapyEdge up to CRF19 cpx. Only NCBI09 includes references of
the CRFs as they are described (at themoment of the analyses, there
were 45 different CRFs).
4.3. Important considerations
Several main considerations should be considered for under-
standing the incorrect HIV-1 subtyping using automated subtyping
tools in a given population. First, the rate of non-B variants in the
studycohort; second, the rateof recombinantsother thanCRF01 AE
and CRF02 AG among these non-B variants; third, the automated
tool used for subtyping; fourth, the rate of non-B variants wrongly
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revalence of non-B or B variants; ﬁfth, the high rate of sequences
especially non-B) unassigned in the cases of STAR and Rega.
Thus, our data reveals that subtyping tools should be regularly
pdated as is done for resistance mutations before their use in
outine clinical settings by increasing the number of non-B/CRF
equences to improve their detection. In light of our results, when
he use of phylogenetic analysis is not available we would suggest
uResist, Geno2pheno and/or TherapyEdge as the best subtyping
ools for cohorts with predominance of clade B as in our cohort.
espite the great speciﬁcity of Rega and STAR for subtype B, too
any sequences were unassigned. On the other hand, in areas
here non-B variants and especially recombinant forms are preva-
ent, none of the tools evaluated herewould be sufﬁciently reliable.
n these cases, the use of several subtyping tools instead of just
ne is recommended in order to compare their results. HIV-1 sub-
ypes and predominant recombinants need to be identiﬁed with
ools providing high speciﬁcities and sensitivities and subsequent
hylogenetic analysis is recommended on samples that cannot be
lassiﬁed.
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a b s t r a c t
Genotypic resistance algorithms interpret drug-resistance mutations, but are mainly developed for HIV-
1 subtype B, meanwhile non-B subtypes cause 90% of worldwide infections. They include clade-speciﬁc
amino acid at drug-resistance positions different than subtype B.
This study explores: (i) the variability at resistance-related positions in 128 non-B and 226 B sequences
from 354 treatment-naïve patients diagnosed in Spain (1999–2007); (ii) the discordances between ﬁve
resistance interpretation algorithms (ANRS, Stanford, Rega, Geno2pheno, RIS); and (iii) the reliability of
ﬁve subtyping tools (Stanford, Geno2pheno, Rega, NCBI, EuResist) for each HIV-1 variant.
Primary drug-resistance prevalence was 13.6%, although higher in non-B vs. B subtypes (18.7% vs.
10.6%), due to a twofold higher NNRTI-resistance prevalence (15.7% vs. 7.6%). Most secondary PI-
resistances,more frequent innon-B,were in fact clade-speciﬁc residues.Most sequenceswere interpreted
as susceptible to all antiretrovirals by the ﬁve resistance algorithms, except for tipranavir byANRS in non-
B clades. Interalgorithm discordances were signiﬁcantly higher in non-B variants for speciﬁc drugs. The
agreement with phylogenetic analysis differed among subtyping tools testing non-B variants.
We found a higher prevalence of NNRTI-resistance mutations in non-B subtypes. Certain algorithms
overestimate the resistance in non-B subtypes due to natural patterns of mutations. Subtyping tools
on-Bshould be optimised for n
. Introduction
The expanding use of antiretroviral drugs for the treatment
gainst human immunodeﬁciency virus type-1 (HIV-1) favours the
mergence of virus harbouring resistance mutations. This can gen-
rate an increasing prevalence of primary resistance mutations in
iruses from treatment-naïve patients who have been infected by
re-treated subjects, compromising the effectiveness of the ﬁrst
ntiretroviral therapy. Transmission of drug resistant viruses has
een widely reported in Europe and the USA, with a prevalence
anging from 5% to 15% (Booth and Geretti, 2007; Sagir et al., 2007;
ensing et al., 2005; Wheeler et al., 2007). In Spain, the rate of pri-
ary resistance mutations differs among regions and time periods,
ut these mutations are present in around 10% of treatment-naïve
atients (de Mendoza et al., 2005; Martínez-Picado et al., 2005;
alacios et al., 2008; Sanchez-On˜oro et al., 2007). The rate rarely
eaches 10% in treatment-naïve patients from developing coun-
ries (Geretti, 2007; Nyombi et al., 2008; Ojesina et al., 2006), and is
∗ Corresponding author. Tel.: +34 91 3368152; fax: +34 91 3368809.
E-mail addresses: aholguin.hciii@salud.madrid.org, aholguinhciii@gmail.com
A. Holguín).
166-3542/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.antiviral.2009.11.010variants.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
mainly limited to a few reverse transcriptase inhibitors (RTI),which
are the most available drugs in these countries.
International guidelines recommend routine HIV resistance
testing for the selection of an optimal antiretroviral therapy selec-
tion. Genotypic resistance tests are used more than phenotypic
tests, due to their lower costs and easier implementation. Several
online algorithms have been developed by correlating genotypic
patterns with clinical or phenotypic data. Recent reports have
demonstrated their utility to predict virological response in the
clinical settings (Rhee et al., 2009). Furthermore, they are inexpen-
sive and widely used for detection and interpretation of resistance
mutations using pol (protease, PR and reverse transcriptase, RT)
sequences.
Both genotypic drug-resistance interpretation algorithms and
resistance prevalence studies have been mainly based on results
derived from patients infected by subtype B. This is the most
prevalent HIV-1 variant in industrialized countries where all
antiretroviral drugs are available. However, the remaining HIV-1
variants (non-B subtypes and recombinants), traditionally ignored
in the studies, are responsible for 90% of the 33 million infections
worldwide (Hemelaar et al., 2006; UNAIDS, 2009). They are preva-
lent in developing regions and are continuously increasing among
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l., 2008a). HIV-1 non-B subtypes and recombinant variants have
high genetic variability when the consensus of subtype B is used
s reference for the deﬁnition of resistance mutations. HIV-1 vari-
nts show clade-speciﬁc polymorphisms (substitutions present in
ore than 10% of samples from treatment-naïve patients). Non-
subtypes can also present different wild-type amino acids than
ubtype B in positions related to drug-resistance to RTI and pro-
ease inhibitors (PIs) (Kantor and Katzenstein, 2003). This can be
isinterpreted by algorithms. Moreover, scored drug-resistance
utations still vary among different algorithms (Champenois et al.,
008), which complicates the comparison of genotypic resistance
mong them, mostly when HIV-1 non-B variants are studied and
econdary or minor resistance mutations are analyzed. The inﬂu-
nce of this clade-speciﬁc pattern in the antiretroviral long-term
esponse for each drug in each HIV-1 subtype and recombinant
s still unknown. Thus, it is important to clarify the nature and
requency of clade-speciﬁc residues in viral positions related to
rug-resistance in treatment-naïve patients infected by different
IV-1subtypesandrecombinants.Also it is important to study their
nﬂuence in interalgorithm discordances.
Hence it is essential to identify HIV-1 subtypes and circulat-
ng recombinant forms (CRF). Phylogenetic analysis (phy) is the
old standard method for subtyping, although it is not widely
mplemented in clinical settings because of its complexity. Most
linicians use online subtyping tools, despite their limitations
or the correct classiﬁcation of some non-B subtypes and most
ecombinants different to CRF02 AG (Holguín et al., 2008b). This
tudy reports: (i) the prevalence of primary and secondary drug-
esistancemutations in 128HIV-1 non-B and recombinant variants
s. 226 clade B sequences from 354 treatment-naïve patients
iagnosed in Spain from 1999 through 2007; (ii) the reliabil-
ty of interpretation of drug-resistance by ﬁve algorithms free of
harge and available online used in clinical practice in all analyzed
equences belonging to different HIV-1 subtypes and recombi-
ants; and (iii) the reliability of ﬁve rapid subtyping tools in
etecting HIV-1 subtypes and circulating recombinant forms (CRF)
ompared to phylogenetic analysis.
. Patients and methods
.1. Study population
Pol sequences from plasma samples from 354 HIV-1-infected
atients unexposed to antiretroviral therapy, according to the clin-
cal reports, were collected. Patients were diagnosed from 1999
hrough 2007 in four Spanish HIV/AIDS clinics: 210 in Centro San-
tario Sandoval (Madrid), 130 in Hospital Carlos III (Madrid), 5 in
ospital de Móstoles (Madrid), 5 in Hospital Doctor Negrín (Las
almas, Canary Islands) and 4 in NGO Medicus Mundi facilities
Madrid). The patients were native Spaniards (45.8%), South-
mericans (20.6%), Africans (18.6%), other Europeans (5.9%), Asians
0.3%), and of unknown origin (8.8%). Epidemiological data sug-
ested that most of the migrants had probably been infected
verseas.
PR and RT sequences were available from 210 of 226 subtype B
equences and 108 of 128 non-B subtypes. In the remaining cases
nly PR was available. Of the 354 sequences, 64 non-B and 67
ubtype B pol sequences were previously published (Gutiérrez et
l., 2004; Holguín et al., 2007, 2008a). The new HIV-1 sequences
ere from patients under follow up in Centro Sanitario Sandovaln=191), Hospital Carlos III (n=29), Hospital de Móstoles (n=3),
nd NGO Medicus Mundi (n=4), all located in Madrid, Spain.
This study was part of a project approved by a review board and
thical Committee of our institution. It was designed to protect the
ights of all subjects involved under the appropriate local regula-rch 85 (2010) 409–417
tions. To maintain subject conﬁdentiality, a unique ID number was
assigned to each specimen.
2.2. HIV-1 subtyping
Direct sequencing of nested PCR puriﬁed products from viral
RNA was performed in the HIV-1 pol coding region. Pol sequences
included the complete protease (codons 1–99) and part of
the reverse transcriptase (codons 1–247 or 1–335) using Tru-
gene (Siemens, Barcelona, Spain) or Viroseq (Celera Diagnostics,
Alameda, CA, USA) assays, respectively. In some specimens with
ampliﬁcation difﬁculties, PR and/or RT ampliﬁcation was made
usingprimers and conditions reported elsewhere, utilizing an auto-
matic sequencer for sequencing (ABI Prism, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) (Holguín et al., 2005, 2006a).
All 354 pol sequences were subtyped by phylogenetic analy-
sis. At least two representative sequences of each subtype/CRF
within HIV-1 group M available at the moment of the analy-
sis were taken as references. DNA sequences were aligned using
the ClustalW program. The tree topology was obtained using the
Neighbour-Joining method. The pairwise distance matrix was esti-
matedusing theKimura two-parametermodelwithin theDNADIST
program, as implemented in the PHYLIP software package. Boot-
strap re-sampling (1000 data sets) of the multiple alignments was
performed to test the statistical robustness of the tree. Bootstrap
cut-off was set at 700.
Besides using phylogenetic analysis, HIV-1 subtyping was
also assessed in all pol sequences by ﬁve online rapid subtyping
tools: Stanford 4.3.7, Geno2pheno 3.0, Rega 2.0, NCBI 2008 and
EuResist 2008. They were available at: http://hivdb.stanford.edu
(HIV-1 Drug Resistance Database; Stanford University, Palo
Alto, CA); http://www.geno2pheno.org (Max Planck Institute for
Informatics, Saarbrücken, Germany); http://www.bioafrica.net/
subtypetool/html (RegaUniversity, Leuven, Belgium); http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi (National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA)
and http://engine.euresist.org/data analysis/viral sequence/new
(EuResist Project, Roma, Italy). A discrepancy was considered
when the subtyping tool assigned a different HIV-1 subtype or CRF
than that provided by phy.
2.3. Genotypic drug-resistance interpretation algorithms
Drug-resistance mutations deﬁned by the International AIDS
Society-USA (IAS) (Johnson et al., 2008) were manually located in
the pol sequences. Resistance mutations at PR gene were classi-
ﬁed as primary (major) or secondary (minor) following the IAS-USA
nomenclature. We considered primary or major mutations at PR:
D30N, V32I, L33F, M46I/L, I47V/A, G48V, I50L/V, I54M/L, Q58E,
T74P, L76V, V82A/T/F/S/L, I84V, N88S, L90M; as secondary muta-
tions at PR: L10V/I/R/F/C, V11I, I13V, G16E, K20R/M/I/T/V, L24I,
L33I/V/F, E34Q, E35G, M36I/L/V, K43T, F53L/Y, I54V/T/A/S, D60E,
I62V, L63P, I64L/M/V, H69K, A71V/I/T/L, G73C/S/T/A, V77I, V82I,
N83D, I85V, N88D, L89V, I93L/M. Resistance mutations at RT:
M41L, A62V, K65R, D67N, T69 insertion, K70R/E, L74V, V75I, F77L,
V90I, A98G, L100I, K101E/H/P, K103N, V106M/A/I, V108I, Y115F,
F116Y, E138A, Q151M, V179D/F/T, Y181C/I/V,M184V/I, Y188C/L/H,
G190S/A, L210W, T215Y/F, T215rev, K219Q/E, P225H and M230L.
The objective was to study their prevalence among each HIV-1
subtype and CRF from naïve subjects, as well as their inﬂuence in
the prediction of resistance to each PR or RT inhibitor in current
therapeutic use.
The concordance between ﬁve different genotypic resistance
algorithms (ANRS 2008.07, Stanford 4.3.7, Rega 7.1.1, Geno2pheno
3.0, and RIS-2008) was also studied. For that purpose, all 354










Substitutions in PR (a) and RT (b) associated with drug-resistance in sequences from 354 treatment-naïve patients carrying different HIV-1 variants.
(a) Substitutions at PR HIV-1 variants (no.) % of HIV-1 variants p
Subtypes CRF
A (9) B (226) C (8) D (1) F (8) G (15) 02 (41) 06 (5) 10 (3) 11 (2) 12 (16) 13 (1) 14 (9) 19 (1) 22 (1) 23 (6) 31 (2) Non-B (128) B (226)
Primary
V32I – – – – – – – – 1 – – – – – – – – 0.8 0 NS
L33F – 1 – – – – 1 – – – – – – – – – – 0.8 0.4 NS
M46I/L 1 3 – – – – 1 – 1 – – – 1 – – – – 3.1 1.3 NS
Q58E – – – – – – – – – – 3 – – – – – – 2.3 0 NS
I50L/V – 1 – – – – – – – – – – – – – – – 0 0.4 NS
V82A/T/F/S/L – 3 – – – – – – 1 – 3 – – – – – – 3.1 1.3 NS
L90M – 4 – – – – – – 1 – – – – – – – – 0.8 1.8 NS
Secondary
L10V/I/R/F/C 3 25 – – 3 2 8 – – 1 5 – 1 – – – 1 18.7 11.1 <0.05
V11I – – 1 – – – – – – – – – – – – – – 0.8 0 NS
I13V 7 42 2 – 1 13 33 5 2 1 3 1 9 – 1 6 1 66.4 18.6 <0.05
G16E 2 1 – – 2 1 6 1 – 1 3 – – – – – 2 14.1 0.4 <0.05
K20R/M/I/T/V 3 8 1 – 3 15 38 5 – – 5 1 9 – – 6 2 68.7 3.5 <0.05
L24I – 1 – – – – – – – – – – – – – – – 0 0.4 NS
L33I/V 1 11 – – – – – – – – – – – – – – – 0.8 4.9 <0.05
E34Q – – – – – – 1 – – – – – – – – – – 0.8 0 NS
E35G – – – – – – 1 – – – – – – – – – – 0.8 0 NS
M36I/L/V 8 38 7 1 6 15 38 5 3 1 16 1 9 1 1 6 1 93 16.8 <0.05
K43T – 1 – – – – – – – – – – – – – – – 0 0.4 NS
F53L/Y – 4 – – – – – – – – – – – – – – – 0 1.8 NS
I54V/T/A/S – 3 – – – – – – – – 3 – – – – – – 2.3 1.3 NS
D60E – 5 – – – – – – 1 2 – – – – – – – 2.3 2.2 NS
I62V – 49 – – 1 1 1 1 1 – 1 – 1 – – – – 5.5 21.7 <0.05
L63P – 119 3 1 2 4 4 – 1 – – – – – 1 – 1 13.3 52.6 <0.05
I64L/M/V 2 59 – – – 1 5 3 1 – 1 – – – – 3 – 12.5 26.1 <0.05
H69K 9 1 8 – – 15 40 4 2 2 2 1 9 – 1 6 2 78.9 0.4 <0.05
A71V/I/T/L – 36 – – – – – – – – – – – – – – – 0 15.9 <0.05
V77I – 74 1 – 1 2 1 – – 1 – 1 – – – – – 5.5 32.7 <0.05
V82I – 1 – – – 12 1 – – – – – 9 – – 6 – 21.9 0.4 <0.05
I93L/M 1 80 6 – – 1 1 – – – 4 – – – – 1 1 11.7 35.4 <0.05
(b) Substitutions at RT HIV-1 variants (n) % of HIV-1 variants p
Subtypes CRF
A (8) B (210) C (8) D (1) F (7) G (6) 02 (38) 06 (3) 10 (3) 11 (2) 12 (16) 14 (8) 23 (6) 31 (2) Non-B (108) B (210)
NRTI-resistance
M41L – 4 – – – – – – 1 – – – – – 0.9 1.9 NS
A62V – 3 – – – – – – – – – – – – 0 1.4 NS
K65R – 1 – – – – – – – – – – – – 0 0.5 NS
D67N – 3 – – – – – – 1 – – – – – 0.9 1.4 NS
K70R/E – 2 – – – – – – – – – – – – 0 0.9 NS
L74V – 1 – – – – 1 – – – – – – – 0.9 0.5 NS
F77L – – – – 1 – – – – – – – – – 0.9 – NS
M184V/I – 1 – – – – 2 – – – – – – – 1.8 0.5 NS
L210W – 3 – – – – – – 1 – – – – – 0.9 1.4 NS
T215Y/F – 1 – – – – – – – – – – – – 0 0.5 NS
T215rev 1 2 – – – – – – 1 – – – – – 1.8 2.9 NS
K219Q/E – 2 – – – – – – – – – – 1 – 0.9 0.9 NS
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and RIS (Spanish AIDS Research Network, http://www.retic-
ris.net/default principal.asp?idx=&cidioma=2). All algorithms
provided different resistance levels. Thus, they were nor-
malized for a better comparison in three resistance levels:
susceptible (S), intermediate (I), and resistant (R), as in the
HIValg Program in the Stanford website (http://hivdb.stanford.
edu/pages/algs/HIValg.html).
Interpretations were considered concordant when all algo-
rithms assigned the same level of resistance (S, I or R) to a speciﬁc
sequence for a particular drug. We considered full discordances
when one of the algorithms scored a sequence as S for a particular
drug and another one as R. Partial discordances were considered
when: (1) one algorithm scored a speciﬁc sequence as S for a par-
ticular drug and another one as I, or (2) when one algorithm scored
a sequence as I for a particular drug and another one as R.
2.4. Statistical analysis
Chi-square test was performed with Epi Info 3.5 program
(Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Sig-
niﬁcance was set at p<0.05.
3. Results
3.1. Phylogenetic characterization of HIV-1 variants
Among the 354 HIV-1 pol sequences, 226 (63.8%) were ascribed
to clade B by phylogenetic analysis and 128 (36.2%) to non-B sub-
types and recombinants: 9 A, 8 C, 1 D, 8 F, 15 G, 41 CRF02 AG, 5
CRF06 cpx, 3 CRF10 CD, 2 CRF11 cpx, 16 CRF12 BF, 1 CRF13 cpx, 9
CRF14 BG,1CRF19 cpx, 1CRF22 01A1, 6CRF23 BGand2CRF31 BC.
Patients infected by non-B variants came from Spain (16.4%),
sub-Saharan Africa (50%), South-America (16.4%), other European
countries (6.2%), or were of unknown origin (11%). Subjects carry-
ing subtype B came from Western Europe (68.1%), South-America
(23%), North-Africa (0.9%), Asia (0.4%), or were of unknown origin
(7.6%). New sequenceswere submitted to GenBank: from FJ481650
to FJ481713 (64 non-B variants) and from FJ481714 to FJ481872
(159 subtype B).
3.2. Twofold higher prevalence of global primary and
NNRTI-resistance mutations in non-B vs. B subtypes
Global primary drug-resistance prevalence (i.e., to any
antiretroviral drug class) in viruses from 354 treatment-naïve
patients from Spain collected during 1999–2007 was 13.6% (Fig. 1).
All carried primary or major resistance mutations in PR or/and
RT. Considering the HIV-1 variant, prevalence was almost twofold
higher in non-B subtypes than in clade B viruses (18.7% vs. 10.6%,
p<0.05) due to a twofold higher prevalence of NNRTI-resistances
(13.1% vs. 7.1%, p<0.05). Prevalence of drug-resistance mutations
was similar in non-B vs. B subtype for PI (6.2% vs. 4.4%) and NRTI
(4.6% vs. 5.2%) (Fig. 1). We observed a similar rate of non-B vs. B
viruses showing resistance to 2 and 3 drug classes, ranging from 2
to 4%.
The nature and frequency of primary and secondary (or minor)
drug-resistances found in eachHIV-1 variant is recorded in Table 1.
Most frequent primary PI-resistance mutations were M46L (3.1%)
andV82A (3.1%) innon-B andM46L/I (3.1%) and L90M(1.8%) in sub-
type B. For NRTI-resistance substitutions, M184V (1.8%) and M41L
(1.9%)were themost commonchanges innon-BandB, respectively.
Surprisingly, the frequency of T215 revertants, normally the most





















Gig. 1. Prevalence of sequences with primary drug-resistance mutations across HI
rotease inhibitors; NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI, non-n
n the top of the bars indicate the percentage of sequences with primary resistance
ommonly transmitted drug-resistance, was very low. Finally, the
ost frequent NNRTI-resistance mutations were V90I and K103N
5.6% each one) in non-B and K103N (4.3%) in clade B variants
Table 1).
.3. Most secondary PI-resistance mutations are clade-speciﬁc
mino acids
Most (100% non-B, 93% B) of 354 PR sequences presented sec-
ndary or minor PI-resistance mutations, different in frequency
nd nature across variants since some of them were the wild-
ype amino acid in some subtypes and recombinants (Table 1).
his could explain the higher frequency of amino acid related to
econdary resistance in residues 10, 13, 16, 20, 36, 69, and 82 in
able 2
ercentage of HIV-1 sequences from 354 treatment-naïve subjects with genotypic drug
esistance algorithms.
Drugs HIV-1 variants (no.) Genotypic resistance algorithms (% of sequences sc
ANRS 2008.07 Stanford 4.3.7
S I R S I R
PI Non-B (128) 9.4 14.8 75.8 94.4 5.5 0.8
B (226) 92.5 2.6 4.9 94.7 4.9 0.4
NRTI Non-B (108) 95.4 1.8 2.8 92.6 4.6 2.8
B (210) 93.8 2.4 3.8 93.3 5.2 1.4
NNRTI Non-B (108) 81.5 0 18.5 91.7 0.9 7.4
B (210) 95.7 0 4.3 94.3 1.4 4.3
o., number of sequences; PI, protease inhibitor; NRTI, nucleoside reverse transcriptase
equences interpreted as susceptible by the respective algorithm for a drug family; I, interm
tanford HIVDB 4.3.7 (http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/hiv central.pl?program
eno2pheno 3.0 (http://www.geno2pheno.org) and RIS 2008 (http://www.retic-ris.net/dbtypes from 354 treatment-naïve patients in Spain across years (1999–2007). PI,
side reverse transcriptase inhibitors; CRFs, circulating recombinant forms. Figures
tions.
speciﬁc non-B clades and in residues 62, 63, 64, 71, 77, and 93 at
clade B variants (Table 1). For instance, substitutions M36I (related
to atazanavir, indinavir, nelﬁnavir and tipranavir-resistance) and
H69K (related to tipranavir-resistance) were detected in most
analyzed non-B specimens. Additionally, change V82I (related to
atazanavir-resistance) appeared in all CRF14 BG, CRF23 BG, and
80% of subtype G specimens in our country.
3.4. High interalgorithm discrepancies in non-B subtypes for
speciﬁc drugs
Drug susceptibility to 19 drugs (PI, NRTI and NNRTI) was
predicted in all 354 non-B and B sequences using ﬁve differ-
ent algorithms: French ANRS 2008.07, Stanford 4.3.7, Rega 7.1.1,
-resistance interpretation to 19 different drugs provided by ﬁve online genotypic
ored to each level of resistance)
Rega 7.1.1 Geno2pheno 3.0 RIS 2008
S I R S I R S I R
94.4 3.1 3.1 94.4 3.1 3.1 94.4 3.1 3.1
95.6 2.6 1.8 95.6 2.2 2.2 96 3.1 0.9
94.4 2.8 2.8 78.7 14.8 6.5 95.4 1.8 2.8
93.3 3.8 2.9 81 16.7 2.4 93.8 3.8 2.4
91.7 0.9 7.4 91.7 0 8.3 92.6 0 7.4
95.7 0 4.3 94.8 0 5.2 95.2 0 4.8
inhibitor; NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor; S, percentage of
ediate resistant; R, resistant. ANRS 2008.07 (http://www.hivfrenchresistance.org),
=hivdb&action=showSequenceForm), Rega 7.1.1 (http://www.rega.kuleuven.be),
efault principal.asp?idx=&cidioma=2).
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Table 3
Discordances between ﬁve genotypic drug-resistance interpretation algorithms testing 128 non-B and recombinants vs. 226 subtype B pol sequences.
Drugs Full discordances Partial discordances Concordances non-B/B
Non-B/B (%) p Variants with discordances Non-B/B (%) p Variants with
discordances
Any PI 76.6/4.4 <0.01 99 non-B, 17B 10.9/6.6 NS 22.3/92.5
Atazanavir 2.3/1.3 NS 2.3/2.6 NS 95.3/96.0
Darunavir 0/0 – 0.8/0.9 NS 99.2/99.1
Fosamprenavir 3.1/0.4 0.04 3CRF12 BF, 1CRF10 CD, 1B 0/2.2 NS 96.9/97.3
Indinavir 2.3/1.8 NS 3.1/1.3 NS 94.5/96.0
Lopinavir 2.3/1.3 NS 0.8/0.9 NS 96.9/97.8
Saquinavir 0/0 – 4.7/3.1 NS 95.3/96.9
Nelﬁnavir 0/0.4 NS 6.2/3.5 NS 94.5/96.0
Tipranavir 73.4/0.9 <0.01 94 non-B, 2B 10.9/1.8 <0.01 14 non-B, 4B 12.5/97.3
Any NRTI 5.6/3.8 NS 16.7/13.8 NS 83.3/85.2
Lamivudine 0.9/0 NS 0.9/1.9 NS 98.1/98.1
Abacavir 0.9/0.4 NS 2.8/2.9 NS 95.4/96.7
Zidovudine 0.9/0.9 NS 1.8/4.3 NS 97.2/94.8
Estavudine 0/0.9 NS 9.3/12.6 NS 90.7/86.2
Didanosine 6.5/1.9 0.03 4CRF02 AG, 1A, 1CRF10 CD,
1CRF14 BG, 4B
6.5/3.8 NS 87.0/94.3
Emtricitabine 0/0 – 0.9/1.4 NS 99.1/98.6
Tenofovir 0.9/1.4 NS 1.8/7.6 0.03 16B, 1A, 1CRF10 CD 97.2/90.9
Any NNRTI 11.1/1.9 <0.01 8CRF14 BG, 2CRF23 BG, 1C,
1CRF10 CD, 4B
0.9/0.9 NS 87.0/97.1
Delavirdine 0/0 – 0/0.5 NS 100/99.5
Efavirenz 0.9/0 NS 0/0 – 99.1/100
Etravirine 0/0.5 NS 0.9/0.5 NS 99.1/99.0
Nevirapine 11/1.4 <0.01 8CRF14 BG, 2C, 2CRF23 BG, 3B 0/0.5 NS 88.9/98.1
Any RTI 15.7/5.7 <0.01 8CRF14 BG, 4CRF02 AG, 2C,
2CRF23 BG, 1A, 12B
17.6/14.8 NS 73.2/83.3
Drug susceptibilities toprotease inhibitors (PIs), nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) andnon-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI)werepredicted
using ﬁve different algorithms: ANRS 2008.07, Stanford 4.3.7, Rega 7.1.1, Geno2pheno 3.0, and RIS 2008. In bold, speciﬁc drugs showing signiﬁcant (p<0.05) differences in
full or partial discordances comparing non-B vs. B sequences (128/108 non-B and 226/210 subtype B PR/RT sequences from different antiretroviral-naïve patients). The 354
analyzed sequences were: 9A, 226B, 8C, 1D, 8F, 15G, 41CRF02 AG, 5CRF06 cpx, 3CRF10 CD, 2CRF11 cpx, 16CRF12 BF, 1CRF13 cpx, 9CRF14 BG, 1CRF19 cpx, 1CRF22 01A1,
6CRF23 BG and 2CRF31 BC. Full discordances when one of the algorithms scored a sequence as S for a particular drug and another one as R. Partial discordance when one






























prug and another one scored it as R. The ﬁve algorithms analyzed the susceptibility
eno2pheno), nelﬁnavir (not provided by RIS) and delavirdine (not provided by AN
alcitabine resistance was not included because it could only be tested by the Geno
eno2pheno 3.0, and Spanish RIS 2008. Their interpretations are
hown in Table 2. Most sequences were interpreted as suscep-
ible (S) to all antiretrovirals by the ﬁve algorithms, except for
ipranavir by ANRS in non-B. On the other hand about 4–8% of the
54 sequences from treatment-naïve patients were intermediate
I) or resistant (R) to speciﬁc drugs by all algorithms. ANRS ascribed
s I or R to a signiﬁcantly higher number of non-B vs. B sequences
or PI (90.6% vs. 7.5%, p<0.05) and NNRTI (18.5% vs. 4.3%, p<0.05).
he other algorithms ascribed as I or R to PI or NNRTI were 6–7%
r 8% of non-B sequences, respectively. Stanford was the algorithm
hat provided the lowest number of HIV-1 sequences as R to PI
Table 2). Geno2pheno ascribed as not susceptible (I or R) to NRTI
higher number of non-B and B sequences than other algorithms
around 20% vs. 5–7%).
Considering HIV-1 variants, interalgorithm discordances
including both full and partial) were signiﬁcantly higher in non-B
s. B variants for NNRTIs (13% vs. 2.9%, p<0.05), and similar for
RTI (16.7% vs. 14.8%, p=NS) and for PIs excluding tipranavir (8.6%
s. 5.7%, p=NS) (Table 3). Regarding drug families, interalgorithm
iscordances (full and partial) were signiﬁcantly more frequent
or NRTI vs. NNRTI or PI excluding tipranavir in all variants (15.4%
s. 6% or 6.8%, respectively; p<0.01) but were similar among
rug families when only full discordances were considered (4.4%,
%, and 4.2%, respectively). Considering speciﬁc drugs, non-B
ariants displayed signiﬁcantly more interalgorithm full discor-
ances than subtype B for tipranavir (73.4% vs. 0.9%, p<0.05),
osamprenavir (3.1% vs. 0.4%, p<0.05), nevirapine (11% vs. 1.4%,
< 0.05) and didanosine (6.5% vs. 1.9%, p<0.05), and lower partiall the drugs shown except for darunavir, tipranavir and etravirine (not provided by
RIS algorithms). NS, Chi-square test showed non-signiﬁcant differences (p>0.05).
o algorithm.
discrepancies than clade B for tenofovir (1.8% vs. 8.6%, p<0.05)
(Table 3).
Sequences with changes in residues M36, H69 and L89, highly
common in non-B viruses (Table 1), were considered as R to
tipranavir by ANRS and as I when two of these changes appeared.
ForANRS, all non-B sequenceswere susceptible todidanosine, since
this algorithm, in contrast to the remaining tools, did not include
L74Vas a didanosine-resistancemutation. Geno2pheno considered
sequences with I135T, in combination with V60I or T200A, as I to
tenofovir, although none of themwere included in the IAS-USA list.
ANRS interpreted a higher number of nevirapine-resistant non-B
sequences, due to the inclusion of the A98S change. This is actu-
ally the wild-type residue in CRF14 BG (www.hiv.lanl.gov), ﬁrst
described in Spain (Delgado et al., 2002), and it is also a natural
polymorphism in CRF24 BG.
3.5. Low reliability of ﬁve online rapid subtyping tools in the
assignment of non-B subtypes and recombinants
The 354 pol HIV-1 sequences were introduced in ﬁve online
rapid subtyping tools (Stanford, Geno2pheno, Rega,NCBI andEuRe-
sist) to test their agreement with phy (Table 4). Most subtype
B sequences, prevalent in developed countries, were correctly
assigned (87.2–99.6%), the worst was NCBI and the best was Stan-
ford. The ﬁve tools showed a low agreement with phy ascribing
non-B variants and differed among tools. Only three quarters of
the sequences were correctly assigned by Geno2pheno (75.8%) and
EuResist (71.9%), and resultswere even lower forNCBI (60.9%), Rega
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Table 4
Agreement of ﬁve online subtyping tools vs. phylogenetic analysis in 354 sequences from different HIV-1 variants.
HIV-1 varianta (no.) HIV-1 subtyping method
Phy vs. Stanfordb Phy vs. Geno2pheno Phy vs. Regac Phy vs. Regad Phy vs. NCBI Phy vs. EuResist
A (9) 22.2 44.4 88.9 100 11.1 33.3
C (8) 87.5 100 87.5 100 87.5 100
D (1) 100 100 100 100 0 0
F (8) 87.5 87.5 100 100 25 100
G (15) 93.3 93.3 73.3 100 53.3 86.7
CRF02 AG (41) 82.9 95.1 63.4 84.4 92.7 92.7
CRF06 cpx (5) 0 100 60 100 60 100
CRF10 CD (3) 0 33.3 0 0 0 0
CRF11 cpx (2) 0 50 100 100 100 50
CRF12 BF (16) 0 43.7 43.7 70 43.7 37.5
CRF13 cpx (1) 0 100 0 – 100 100
CRF14 BG (9) 0 100 0 0 100 100
CRF19 cpx (1) 0 0 0 – 0 0
CRF22 01A1 (1) 0 0 0 – 0 0
CRF23 BG (6) 0 0 0 – 0 0
CRF31 BC (2) 0 0 0 0 0 0
Pure non-B subtypes (41) 75.6 82.9 85.4 100 43.9 78
Recombinants non-CRF02 AG (46) 0 52.2 26.1 50 47.8 47.8
Total Recombinants (87) 39.1 72.4 43.7 69.6 69 69
Total Non-B (128) 50.8 75.8 57 81.3 60.9 71.9
Subtype B (226) 99.6 95.1 90.7 100 87.2 97.8
No., number of sequences; Phy, phylogenetic analysis considered as the gold standard subtyping method; CRF, circulating recombinant forms; dash indi-
cates those cases when Rega did not assign any of the sequences of the subtype/CRF. Websites: Stanford HIVDB 4.3.7, (http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/
hiv central.pl?program=hivdb&action=showSequenceForm), Geno2pheno 3.0 (http://www.geno2pheno.org), Rega 2.0 (http://www.bioafrica.net/subtypetool/html), NCBI



































BSubtypes in the pol coding region.
Stanford differenced protease and reverse transcriptase in the analysis. Out of 63 f
Rega analysis including or dexcluding all the sequences not assigned to a subtype b
57%) and Stanford (50.8%) (Table 4). Rega was unable to assign any
ubtype in 21 (9.3%) B sequences and 37 (29%) non-B variants, and
4% of them were CRF. Rega’s agreement increased up to 81.3%
hen only assigned subtypes were considered.
Resultswere better for pure non-B subtypes than for CRF, except
or NCBI (Table 4). The agreement with phy testing pure non-B
ubtypes was higher for Geno2pheno (82.9%) and Rega (85.4%),
nd lower for EuResist (78%), Stanford (75.6%) and NCBI (43.9%).
RF02 AG was the best assigned, reaching 90% in some tools.
owever, only 50% of the 46 specimens adscribed as CRF by phy
ther than CRF02 AG, were correctly assigned by all online tools
xcept Stanford, which did not identify any of them. None of the
nline tools could correctly subtype any CRF19 cpx, CRF22 01A1,
RF23 BG or CRF31 BC (Table 4). In summary, none of the ﬁve sub-
yping tools showed a complete reliability in the assignment of
on-B subtypes and recombinants, although Geno2pheno, EuRe-
ist and Rega showed the best global results. Rega showed the
est results subtyping pure non-B subtypes and NCBI the worst.
eno2pheno had the highest agreement in recombinant assign-
ent and Stanford the lowest.
. Discussion
This studyanalyzeddifferent aspects. Firstly, it deﬁned thedrug-
esistance prevalence in a large cohort of treatment-naïve patients
nfected by different HIV-1 subtypes and CRF in Spain. Secondly,
t reported the discordances in resistance interpretation compar-
ng ﬁve online algorithms. Thirdly, it showed the agreement of ﬁve
nline tools with phylogenetic analysis (phy) for HIV-1 subtyping.
he overall prevalence of drug-resistance mutations found (13.8%)
as similar toother surveillance studies inEuropeandSpain (Booth
nd Geretti, 2007; de Mendoza et al., 2005; Sanchez-On˜oro et al.,
007; Wensing et al., 2005; Wheeler et al., 2007), although it was
igher in some areas (Shet et al., 2006). To our knowledge, the
tudy cohort of treatment-naïve subjects infected by HIV-1 non-
subtypes and recombinants is one of the largest identiﬁed ins, 6 occurred in a PR with RT correctly subtyped and 4 vice versa.
Rega tool (6 “pure” non-B subtypes, 31 CRF and 21 clade B).
Madrid and in Spain including these variants. However, the number
of samples analyzed for certain subtypes and/or recombinants was
very limited. It would be more appropriate to have a signiﬁcant
number of each HIV-1 variant instead of merging all in a single
group, given that each clade has its own peculiar characteristics
and speciﬁc wild-type sequence. Nevertheless, this is not always
possible due to the unequal distribution of non-B subtypes in our
country. In addition, the number of patients does not allow the reli-
able analysis of the trends of resistance over time. These trends of
transmitted resistance vary depending on the time period, geog-
raphy and cohort characteristics, including the country of origin.
An additional source of variation is that distinct drug-resistance
surveillance studies are based on different lists of drug-resistance
mutations.
Nevertheless, the knowledge of primary resistance can be
cost-effective during the clinical practice and treatment proposed
regimen (Smith et al., 2007). Our treatment-naïve population
presented a signiﬁcantly higher prevalence of drug-resistance
mutations in non-B vs. B subtypes. This was due to the higher
rate of NNRTI-resistance mutations in certain variants, mainly in
CRF02 AG (19.5% of sequences with NNRTI-resistance mutations
vs. 7.1% in subtype B, p<0.05) (Table 1b). In fact, CRF02 AG vari-
ants are the most frequent HIV-1 non-B viruses in Spain (Holguín
et al., 2008b). NNRTIs are frequently used in the native countries of
most foreign non-B infected patients in Spain. It was also recently
reported that transmission of NNRTI-resistances in Europe is rising
faster than for other antiretroviral families (SPREAD programme,
2008). It would be useful if non-B variants were detected among
theseNNRTI-resistant viruses in future European surveillance stud-
ies.
New HIV-1 diagnoses caused by non-B variants increased in
Spain in the last decade (Holguín et al., 2008a), as in other industri-
alized countries (Aggarwal et al., 2006; Pillonel et al., 2008). Thus,
HIV-1 subtype and country of infection of treatment-naïve patients
should be considered in drug-resistance studies, since resistance
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ble drugs. Accordingly, there is a low resistance prevalence in
on-B infected patients living in developing countries with scarce
herapy distribution (Agwale et al., 2006; Booth and Geretti, 2007;
essière et al., 2006).
We observed a high frequency of secondary PI-resistance
utations in all variants, which showed a different nature
mong HIV-1 subtypes and CRF. Despite the low number of
tudies correlating mutations and response to therapy in non-B
ubtypes (Martínez-Cajas et al., 2008), it is known that some
lade-speciﬁc amino acids at resistance positions may inﬂuence
rug susceptibility, selection of different resistance pathways,
nd/or a more rapid emergence of drug-resistance (Holguín
t al., 2006b). Regardless of their therapeutic and epidemio-
ogical implications, these residues have been excluded in a
peciﬁc list created in a positive attempt to homogenise trans-
itted drug-resistances detected in treatment-naïve patients
Bennett et al., 2009). However, this list only includes two of
he 43 HIV-1 circulating recombinant forms described to date
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html),
nd should be improved to be applicable to all recombinants, that
re increasing in global prevalence.
Some of these subtype-associated polymorphisms in positions
elated to drug-resistance are responsible for the discrepancies
ound in drug-resistance interpretation using different algorithms.
ur study reports that when using ﬁve different algorithms dis-
ordances were signiﬁcantly higher in non-B vs. B variants for
idanosine, nevirapine, tipranavir, and fosamprenavir, and signiﬁ-
antly lower for tenofovir. These discrepancies highlight that the
atterns of drug-resistance mutations have not been yet com-
letely clariﬁed in non-B variants, especially for PI. The use of
ertain algorithms could lead to an overestimation of the resis-
ance in the analysis of speciﬁc non-B subtypes because of the
ack of consensus in the resistance mutations considered. Nev-
rtheless, it does not mean that the analyzed tools are useless
r that the current interpretation algorithms may be invalidated
ue to non-B subtypes. These algorithms are easy to use and
seful in the routine practice for clinicians during the clinical fol-
ow up of their HIV-infected patients and a good concordance
mong them was observed for most (but not all) variants and
rugs. The discrepancies between them would justify the neces-
ity of including more samples from subtypes different from B
n the databases from different algorithms to improve the excel-
ence of the methods, reducing the potential mistakes in some
on-B specimens for some drugs using speciﬁc algorithms. For
nstance, it would avoid interpreting as resistant a sequence
hich presumably is not. On the other hand, with these data
e cannot afﬁrm which of the algorithms are the most accu-
ate. In order to clarify this aspect phenotypic assays should be
erformed to elucidate which algorithm is right and which is
rong.
Although discrepancies have been previously reported
Champenois et al., 2008; Kijak et al., 2003; Mun˜oz et al.,
005; Poonpiriya et al., 2008; Ravela et al., 2003; Snoeck et al.,
006; Vergne et al., 2006), only a few studies have compared
iscrepancies testing different HIV-1 subtypes and recombinants.
n fact, very few studies have included different CRF ranging from
to 6 (Poonpiriya et al., 2008; Champenois et al., 2008; Vergne
t al., 2006; Snoeck et al., 2006) whereas our work has included
equences from 11 different CRFs. Moreover, to our knowledge, no
revious reports have compared asmany algorithms as the present
ork. Some of these studies tried to correlate clade-speciﬁc sub-titutions and discrepancies, as previously described using ANRS
lgorithm for tipranavir-resistance associated with PR changes
36I, H69K and L89M (Champenois et al., 2008), which are in fact
ild-type amino acid in most of the non-B variants. Our work also
eports that A98S substitution, wild-type amino acid in CRF14 BG,rch 85 (2010) 409–417
was interpreted as a nevirapine-resistance marker by the ANRS
algorithm.
Finally, HIV-1 rapid subtyping tools can be useful for clade B
identiﬁcation but their efﬁcacy is lower for other variants and dif-
fers among tools, as previously reported (Holguín et al., 2008b;
Ntemgwa et al., 2008). It can be due to the fact that they assign
the subtype by simply applying the similarity method. Phyloge-
netic analysis is still the only reliable method to correctly assign
HIV-1 non-B subtypes and CRF, which are growing in number and
complexity. Furthermore, this analysis is complicated to perform in
the routine practice. We recommend the use of several rapid sub-
typing tools instead of only one, in order to compare the results.
Furthermore, before entering routine clinical use, rapid subtyp-
ing tools should be optimised and updated periodically, including
larger numbers of different non-B subtypes and CRF sequences in
reference databases. The prediction of subtyping by these tools
should be improved before being used in routine clinical settings.
Thus, a common global effort is needed for the databases uniﬁca-
tion in only one rapid subtyping tool to facilitate the rapid andmore
correct identiﬁcation of HIV-1 subtypes and CRFs.
In summary, we found a higher prevalence of drug-resistance
mutations in non-B vs. B subtypes, which reinforces the need
to identify HIV-1 variants in drug-resistance surveillance stud-
ies. Databases used by online genotypic resistance algorithms and
subtyping tools should be optimised and updated periodically by
increasing the number of non-B and CRF sequences. This would
improve their suitability for the analysis of these variants before
their use in routine clinical settings.
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Clinical Differences and Viral Diversity
between Newly HIV Type 1-Diagnosed African
and Non-African Patients in Spain (2005–2007)
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Abstract
The diagnosis of HIV-1 is increasing in African-born persons residing in Europe. They present a high prevalence
of HIV-1 non-B variant infections and of parasitic infections, both of which are infrequent in Western countries.
Immigration favors their presence in nonendemic countries. In this study, all newly HIV-diagnosed individuals
at an HIV=AIDS and Tropical Medicine reference center in Madrid from 2005 through 2007 were retrospectively
studied. HIV-1 subtyping was performed in gag, pol, and gp41 coding regions by phylogenetic analyses. The
presence of other pathogens was also evaluated. Furthermore, all HIV-1-infected Africans were screened for
parasitic infections. Newly diagnosed HIV-1 subjects included 90 sub-Saharan Africans and 188 non-Africans
(116 Spaniards, 13 other Europeans, and 59 Latin Americans). Significantly higher numbers of HIV-1-infected
Africans than non-Africans were females, acquired HIV-1 by heterosexual contact, and presented a more ad-
vanced clinical CDC stage and criteria for starting antiretroviral therapy in the first clinical visit. They pre-
dominantly carried non-B subtype infections, mainly intersubtype recombinants. Half of HIV-1-infected Africans
had parasitic infections. CD4+ T cell counts were lower among Africans than Europeans at the time of HIV-1
diagnosis. At 12 months of follow-up after starting antiretroviral treatment, a significantly lower proportion of
Africans than non-Africans achieved undetectable viremia due to their higher loss to follow-up. However, CD4+
T cell recovery and virological failure rates were similar. Therefore, the profile of African HIV-1-infected im-
migrants varies widely with respect to Spanish HIV-infected individuals. More advanced immunodeficiency and
the coexistence of parasitic diseases and infections with a large diversity of HIV-1 non-B and recombinant
variants are expected.
Introduction
One of the main entrance points of Africans into theEuropean Union is through Spain, and in recent years
there has been an increase in the number registered in our
country. Most of them came from sub-Saharan Africa, which
has been severely affected by the human immunodeficiency
virus (HIV) pandemic and accounts for 70% of cases world-
wide.1 Furthermore, about 70% of adults and nearly 90% of
children infected with HIV in the world live in this region,1
where HIV-1 non-B subtypes and intersubtype recombinant2,3
variants are the most frequent strains found.4 Moreover, ad-
ditional tropical disease infections are frequent in this popu-
lation. In the past 15 years, the number of immigrants in Spain
has increased dramatically,5 and sub-Saharan African immi-
grants make up a small, but growing percentage of the people
affected byHIV=AIDS in our country.6,7 In 2006, nearly 21% of
the new HIV-1-infected diagnoses involved foreigners, and
39.5% of these were sub-Saharan Africans.7 Medical manage-
ment of this population represents a clinical challenge, because
of both the cultural and language barriers and the special
health care needs that these patients present. Most health care
professionals in Spain are unfamiliar with diseases that are
common in tropical environments but infrequent in Western
countries, and consequently this can result in a delay in the
diagnosis of some tropical pathologies or even misdiagnosis.
As has happened in other European countries8–11 where
subtype B infections still predominate, the introduction
of HIV-1 non-B subtypes and recombinant variants is ex-
pected in Spain as a result of population movements from
1HIV-1 Molecular Epidemiology Laboratory, Service of Microbiology, Hospital Ramo´n y Cajal and CIBER-ESP, Madrid, Spain.
2Service of Infectious Diseases, Hospital Carlos III, Madrid, Spain.
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countries endemic for those variants12–16 such as sub-Saharan
Africa.4 The coexistence ofmultiple HIV-1 non-B cladeswith a
native B subtype involves a more heterogeneous and complex
viral population as a result of recombination between these
clades and=or recombinant variants.17 This relevant phenom-
enon has been suspected of having clinical implications,18
affecting disease progression,19 treatment efficacy,20 viral
load measurements,21 rapid subtyping tool reliability,22 and
diagnostic tests.23 In the present study, the epidemiology,
differential clinical features, and genetic nature of HIV-1
variants were analyzed in a cohort of HIV-1-infected sub-
Saharan Africans who were newly diagnosed during a 3-year
period in a Spanish HIV=AIDS and Tropical Medicine refer-
ence center located in Madrid. A control group, consisting of
all HIV-1-infected non-Africans newly diagnosed during the




Patients were recruited and followed at Hospital Carlos III,
an HIV=AIDS and Tropical Medicine reference center located
in Madrid, Spain. Although the study was mainly focused on
African patients, all newly diagnosed HIV-1 subjects over 18
years of age who attended at least once from January 2005
through December 2007 were included in the study. Demo-
graphic, clinical, and laboratory data extracted from patients’
medical records are shown in Table 1. Eosinophilia, a surro-
gate marker of helminthic infection, was defined as an abso-
lute eosinophil count >0.7=ml and relative eosinophilia as
>7% eosinophil and eosinophil count <0.7=ml. Elevated im-
munoglobulin E (IgE) was considered if >200 IU=ml. The
patients diagnosed with HIV-1 in 2005 and 2006 who started
highly active antiretroviral treatments (HAART) in their first
visit to the clinic were retrospectively analyzed. CD4 counts
and viral load values were evaluated at baseline and after 1
year onHAART. Finally, plasma viremiawasmeasured using
the VERSANT HIV-1 RNA bDNA v3.0 (Bayer Diagnostic,
Tarrytown, NY) and CD4þ lymphocyte count was performed
by flow cytometry (Coulter, Barcelona, Spain).
HIV-1 and hepatitis serological diagnosis
Two enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) de-
signed with synthetic peptides or recombinant proteins were
used for the detection of antibodies to HIV-1 (AxSYM, Abbot
Diagnostics, Chicago, IL). Reactive samples were confirmed
using an HIV-1 viral lysate Western blot (New LAV BLOT I,
BIO-RAD, Marnes la Coquette, France) and a line immuno-
assay (LIA) able to distinguish antibodies to HIV-1 andHIV-2
(Pepti-LAV, BIO-RAD). HIV infection was considered as
Table 1. Demographic and Clinical Data for Newly HIV Diagnosed Subjects According to their Origina
Control group (n¼ 188)
Africans South Americans Europeans p
No. of patients 90 59 129 —
Age (years) [median (IQR)] 41 (31.5–49.5) 34 (27–37) 38 (32–45) <0.001
Male gender (%) 42.2 86.4 89.1 <0.001
Perceived exposure category (%)
MSM 1.1 75.4 64.7 <0.001
Injecting drug use 1.1 0 9.2 0.004
Heterosexual 89.9 22.8 24.4 <0.001
Other=unknown 7.9 1.8 1.7 0.025
No. CD4 count (cells=ml) 270 (146–434) 266 (171–459) 375 (220–601) 0.014
[median (IQR)]
CD4 [median (IQR)] (%) 13 (9–22) 14 (9–21) 20 (13.5–30) <0.001
Patients with <200 CD4=ml (%) 37 32.7 23.2 NS
Patients with <50 CD4=ml (%) 9.9 12.7 8.8 NS
Recent HIV infection (%) 4 13.2 20.5 0.002
Viral load (log10 copies=ml) 4.5 (3.8–4.9) 4.6 (4.1–5.1) 4.4 (3.9–5.0) NS
[median (IQR)]
CDC stage (%)
A 54.5 70.9 79 <0.001
B 17 12.7 10.5 NS
C 28.4 16.4 10.5 0.001
HBsAg positive (%) 5.6 3.4 4.7 NS
HCVAb positive (%) 11.1 0 10.9 0.003
Tuberculosis (%) 18.2 8.6 2.3 <0.001
Bacterial infections (%) 23.8 9.1 7.2 0.001
(excluding TB)
STD (%) 10.7 21.4 14.5 NS
(excluding HPV)
Syphilis (%) 7.1 14.5 12.2 NS
Protozoal or helminthic infections (%) 51.1 7 4.2 <0.001
aIQR, interquartile range; MSM, men who have sex with men; CDC, Centers for Disease Control and Prevention; HBsAg, hepatitis B
surface antigen; HCVAb, hepatitis C antibodies; TB, tuberculosis; STD, sexually transmitted diseases; HPV, human papiloma virus; NS, not
significant (p> 0.05).
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recent if it happened within 12 months before HIV diagnosis,
according to physicians’ information. Diagnosis of hepatitis B
and C was performed using serological tests (Architect, Ab-
bott Diagnostics, Chicago, IL).
Diagnosis of other infectious diseases
All African-born patients, even if asymptomatic, were
systematically screened for the following conditions by stan-
dardized techniques24: stool concentrate microscopy of three
different samples, day bloods, and skin snips samples for
microfilariae, filarial, Schistosoma, and African trypanosomi-
asis serology. Strongyloides, Toxocara, Equinococcus, and Fas-
ciola serology and specific IgE to Ascaris lumbricoides were
performed in case of total or relative eosinophilia and=or el-
evated IgE without a diagnosis after the first screening. The
study of malaria included thick blood smear and amplifica-
tion of PlasmodiumDNA by seminestedmultiplex polymerase
chain reaction (PCR). Other investigations were performed
according to any clinical suspicion in all African or non-
African patients.
HIV-1 subtyping
In the African group, RNA extraction from plasma speci-
mens, direct sequencing, and phylogenetic analyses of se-
quences obtained from nested PCR purified products were
performed for HIV-1 subtype characterization in gag, pol, and
gp41 coding regions. In some specimens gag and pol were
amplified in one amplicon (positions from 693 to 3250 in the
HXB2 isolate) with outer primers 506D (50-GGA ACC CAC
TGC TTA AGC CTC AAT AAA G-30) and NE135 (50-CTT
ACT AAC TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CAG CT-30)
and inner primers 693D (50-CTC TCG ACG CAG GAC TCG
GCT TGC TG-30) and RT4m (50-AGG ATG GAG YTC ATA
YCC CAT CCA AAG-30). Conditions were incubation at 948C
for 3min, 35 cycles at 948C for 30 s, 528C for 30 s, and 728C
for 2.30min, with a final extension at 728C for 10min. The
sequencing reaction used primers 693D (see above), 1309D
(50-GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC CCA C-30), 1333R
(50-GTG GGG TGG CTC CTT CTG ATA ATG C-30), RT4m
(see above), and Prot4 (50-AAT GCT TTT ATT TTT TCT TCT
GTC AAT GGC-30). When gag and pol were analyzed sepa-
rately, gag was amplified completely (1384 bp, residues 790–
2292 in HXB2) or partially (515 bp, positions 1754–2269 in
HXB2) and sequenced as previously described.25,26 The HIV-1
pol sequences, including complete protease and partial re-
verse transcriptase (codons 1–247 or 1–335), were obtained
using the Trugene (Siemens, Barcelona, Spain) or ViroseqTM
HIV-1 genotying System (Celera Diagnostic, Alameda, CA),
respectively. Sequencing of pol was performed using the
primers Prot3 (50-TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGC
CCC A-30), RT4m (see above), and A35 (50-TTG GTT GCA
CTT TAAATT TTCCCATTAGTCCTATT-30). The complete
gp41 coding region (codons 1–345) was amplified and se-
quenced according to a previous report.27
Phylogenetic analyses using the gag, pol, and gp41 se-
quences were carried out for HIV-1 subtype or intersubtype
recombinant characterization as reported,26,27 using as refer-
ence sequences those belonging to the HIV-1 group M avail-
able at the GenBank. All trees were rooted with the HIV-1
divergent YBF30 group N sequence. The tree topology was
obtained using the neighbor-joining method, and the se-
quences were aligned using Clustal X software. The pair-
wise distance matrix was estimated using the Kimura two-
parameter model within the DNADIST program, as
implemented in the PHYLIP software package. Bootstrap
resampling (1000 data sets) of the multiple alignment was
performed to test the statistical robustness of the tree.
We considered as ‘‘pure’’ those sequences with the same
nonrecombinant subtype in all the assessed regions. The re-
combinant variants included variants harboring the same or
different CRF sequences at gag, pol, and gp41, as well as the
HIV-1 strains carrying different clades in at least one of the
regions.
Data analysis
Differences between continuous variables and correlations
were analyzed using parametric and nonparametric tests.
Differences between categorical variables were analyzed us-
ing the chi-square test or Fisher’s exact test as appropriate.
Significance was set at p< 0.05.
Results
Demographic, clinical, and immunological status
Two hundred and seventy-eight newly diagnosed HIV-
1-infected patients were identified, 188 (67.6%) non-Africans
and 90 (32.4%) Africans coming from eight different sub-
Saharan countries, mainly (75) from Equatorial Guinea, a
former Spanish colony located between Cameroon and
Gabon. Among the HIV-1-infected non-Africans, considered
as the control group, 129 were Europeans (116 native Span-
iards) and 59 came from 14 South American countries. The
median time from arrival of the HIV-1-infected African pa-
tients in Spain until their first visit to the clinic was 2 weeks
(interquartile range: 0–14 weeks). This short period is due to
the fact that several patients came to Spain specifically for
treatment. Table 1 shows the main demographic and clinical
data from all subjects according to their origin. Africans and
Europeans showed a similar median age at HIV-1 diagnosis,
which was significantly higher than in Latin Americans.
More Africans than non-Africans were females (58% vs. 12%;
p< 0.001), acquired HIV infection through heterosexual risk
contacts (90% vs. 24%; p< 0.001), and presented a more
advanced clinical CDC stage in the first visit to the clinic. At
the time of HIV diagnosis 9.3% of the sub-Saharan women of
childbearing age were pregnant. Gender, CDC stage, baseline
viral load, or comorbidity did not differ between Latin
Americans and Europeans.
The immunological status of HIV-1-infected Africans and
Latin Americans was similar. They respectively presented a
lower median CD4þ T cell count (270 and 266 vs. 375 cells=ml;
p< 0.001) and a lower CD4 percentage (13% and 14% vs. 20%)
than Europeans. Thus, Europeans had the best immunologi-
cal status at their first visit. The number of Africans with cell
counts less than 200 CD4 cells=ml at the first visit tended to be
similar to non-Africans (37% vs. 32%). It was only signifi-
cantly lower in the Europeans (37% vs. 23%; p¼ 0.04), even
with similar HIV-1 viremia at baseline. The highest number of
recent HIV-1 infections occurred in Europeans (20.5%) and
the lowest in Africans (4%). In addition, the most prevalent
AIDS-defining condition was tuberculosis, accounting for
64% of all the AIDS diagnoses in Africans compared to 27% in
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non-Africans ( p¼ 0.008). Other AIDS-defining diseases found
among Africans were Kaposi’s sarcoma in four subjects,
cytomegalovirus disease in three individuals, Pneumocystis
jiroveci pneumonia, esophageal candidiasis, and cerebral
toxoplasmosis, each in two patients, progressive multifocal
leukoencephalopathy in one patient, and wasting syndrome
due to HIV in one patient.
Concomitant infections at time of HIV-1 diagnosis
Hepatitis B virus coinfections were similar among groups
(Table 1). However, no hepatitis C virus coinfection was re-
ported among HIV-1-infected Latin Americans, probably
because of the absence of intravenous drug users in this
group. A similar number of Africans and Europeans pre-
sented sexually transmitted diseases (STDs) at HIV-1 diag-
nosis, including syphilis. However, STDs were more frequent
among HIV-1-infected Latin Americans (Table 1). A higher
proportion of Africans presented a bacterial infection at the
time of HIV-1 diagnosis, including seven patients with uri-
nary tract infections, four with bacterial pneumonia, three
with upper respiratory tract infections, two with bacterial
gastroenteritis or deep abscesses, respectively, one with acute
cholangitis, and another one with acute cholecistitis.
All HIV-1-infected Africans and non-Africans with clinical
suspicion of protozoal or helminthic infections were screened
to rule out parasitic infections. Eosinophilia and elevated IgE
were common among HIV-1-infected Africans (17% and
58%, respectively), with 29% presenting relative eosinophilia.
Parasitic infections in the first visit were more frequent
among HIV-1-infected Africans (51%) than non-Africans (5%)
tested for a broad spectrum of parasitic infections (Table 2).
Parasitic-infected Africans showed a significantly lower me-
dian CD4þ count at HIV diagnosis than those without evi-
dence of infection (238 vs. 303 cells=ml; p¼ 0.028). The CD4þ
cell count was inversely related to the number of concomitant
parasitic infections (r¼0.317; p¼ 0.005) and directly related
to total eosinophil number (r¼ 0.359; p¼ 0.001). The total and
relative eosinophil and IgE numbers were significantly higher
in those HIV-1-infected Africans with any helminthic disease
( p¼ 0.001, p¼ 0.049, and p¼ 0.009, respectively), but only in
those with more than 200 CD4 cells=ml.
Malaria was diagnosed in 13 HIV-1-infected Africans
(14.4%): 12 infected by P. falciparum and one by P. malariae.
They presented significantly higher HIV-1 viremia (4.9 vs. 4.2
logs; p¼ 0.037) and lower CD4 cells (245 vs. 285; p¼ 0.1) than
those without malaria. In six patients a positive malaria di-
agnosis was made by a positive PCR test and negative thick
blood smear, even though the patients were asymptomatic or
referred only to mild unspecific symptoms. Their viral load
was significantly higher (5 vs. 4.2 logs; p¼ 0.002) and their
CD4 cells count tended to be lower (252 vs. 291; p¼ 0.081)
than those without malaria.
Response to HAART in HIV-1-infected
Africans vs. non-Africans
More Africans than non-Africans presented criteria to start
HAART at the first visit (72% vs. 56%; p¼ 0.024). Eventually,
in 2005 and 2006, 61 non-Africans and 29 Africans started
HAART, including protease inhibitors in 60.7% and 46.5%,
respectively. At 1 year of follow-up after starting HAART, a
significantly lower proportion of Africans achieved a viral
load below 50 HIV RNA copies=ml (41.4% vs. 82%; p< 0.001).
A similar median CD4þ count increment was observed
among those Africans vs. non-Africans who achieved an un-
detectable viral load after 1 year of treatment (251 vs. 215
cells=ml; p¼ 0.20). Africans presented a significantly higher
proportion of loss to follow-up than the non-Africans (41.4%
vs. 11.5%; p< 0.001), but both groups showed similar rates of
virological failure (18.5% vs. 6.6%; p¼ 0.11). Four out of the
five virological failures observed in Africans were associated
with a transient lack of antiretroviral treatment during short
visits to their countries.
HIV-1 variants infecting newly
diagnosed HIV-1 patients
Table 3 shows the number and percentage of patients car-
rying different subtypes and recombinant viruses. HIV-1
subtyping could be performed in any region in 73% and 66.5%
of viruses from Africans and non-Africans, respectively. The
rest could not be determined because of failures of PCR am-
plification (probably due to genetic heterogeneity) or to a lack
of plasma samples (Table 4). The nature and the GenBank
accession number of all generated sequences are shown in
Table 4. The rate of HIV-1 non-B subtypes and recombinants
among Africans was extremely high compared to the control
group (97% vs. 8.8%) (Table 3). In Africans, CRF02_AG
recombinants were the most frequently found variant and
unique recombinant forms (URF) caused nearly 40% of re-
combinant infections. Considering the three different coding
regions, nearly 80% of Africans carried HIV-1 variants in-
cluding recombinant sequences at gag (72%), pol (71.4%), and
gp41 (78.4%). In contrast, HIV-1 recombinants at pol were
present only in 5.6% of HIV-1-infected non-Africans. ‘‘Pure’’
non-B HIV-1 viruses, carrying the same non-B subtype in all
analyzed regions, infected 18.2% of Africans and 3.2% of
non-Africans (Table 3). Subtype B was the most frequent
HIV-1 variant found (91.2%) among non-Africans. Only 11
non-Africans (two Spaniards) carried non-B sequences at
Table 2. Associated Protozoal and Helminthic




Entamoeba histolytica=dispar 4 4.4
Giardia lamblia 4 4.4
Trypanosoma brucei 1 1.1
Helminths
Schistosoma sp. 3 3.3
Ascaris lumbricoides 11 12.2
Trichuris trichiura 7 7.7
Strongyloides stercoralis 3 3.3
Hookworm 1 1.1
Toxocara sp. 1 1.1
Taenia solium=cisticercosis 1 1.1
Mansonella perstans 5 5.5
Oncocerca volvulus 3 3.3
Loa loa 2 2.2
Any parasitic infection 46 51.1
aAmong the parasitic-infected Africans, 69% presented one path-
ogen, 26% two, and 5% three or more parasitic infections at HIV
diagnosis.
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pol (1A, 1C, 2G, 1CRF01_AE, 1CRF02_AG, 1CRF10_CD,
2CRF12_BF, and 2CRF31_BC), mostly in subjects coming
from regions where those variants circulate or having risk
contact with natives from those areas.28,29 Further analysis in
gag and gp41 revealed the complex nature of the CRF10_CD
specimen from a Spanish female infected by her Kenyan
partner, and this was redefined as a URF: outgroupgag=
CRF10_CDpol=Agp41.
Discussion
In the present study we compared clinical and epidemio-
logical characteristics and HIV-1 variants in a large cohort of
newly diagnosed HIV-1-infected Africans vs. non-Africans
during a 3-year period. A significantly increasing number of
immigrants has continuously arrived in Spain in the last 15
years. However, their clinical characteristics have received
little attention. In addition, HIV-1 subjects coming from de-
veloping countries can present endemic infections not com-
monly found in Western countries, thus complicating their
clinical management.
In 2002, the HIV-1 prevalence among African immigrants
in Spain was 5.4%.6 Since then the diagnosis of the disease has
been increasing in African-born persons in Spain, as has oc-
curred in other European countries and in the United
States.30,31 As we confirmed in the non-African group, sub-
type B is the most prevalent HIV-1 variant in developed re-
gions, including Spain.15,16 However, new variants are being
introduced through immigration,8–18 changing the HIV-1
molecular epidemiology in the host countries. In Europe, a
relatively high and increasing non-B variant prevalence (from
15% to nearly 50%) has been documented among newly di-
agnosed HIV-1 cases in natives and immigrants.8,10,11 Focus-
ing on Spain, a gate of entrance of Africans into Europe, non-B
viruses are currently about 10–15% of HIV-1 infections, but
they are on the rise, mainly due to the increasing number of
sub-Saharan migrants in recent years.15,16 In our study, re-
combinants caused 79% of 75 new non-B infections diagnosed
in Spain from 2005 through 2007. Moreover, this important
rate would probably be higher if other viral regions not ana-
lyzed in our study were assessed in phylogenetic analysis.
It is necessary to mention that identification of HIV-1 non-B
subtypes and recombinants could have an impact on the
clinical outcome. Natural polymorphisms in HIV-1 protease
and reverse transcriptase, targets of antiretrovirals, are often
present in these variants at positions associated with drug
resistance in subtype B. These may accelerate or modify the
pathways of drug resistance emergence according to the HIV-
1 clade.25 However, in our study the virological and im-
munological response to HAART was similar in all groups
during 1 year of treatment, as previously reported.20,32 Long-
term monitoring of larger cohorts each carrying different
variants will be required to find differences in response to
specific drugs for each variant.
In contrast to the general European epidemic, women
constituted a high proportion of newly diagnosed HIV-1
patients among African immigrants in Spain, as occurs in
Africa, where almost 61% of HIV-1-infected adults in 2007
were females.1 Moreover, a significant number of them were
diagnosed with HIV-1 during pregnancy, as happened in
other series,30 highlighting the importance of antenatal HIV
testing to reduce vertical transmission. HIV-1 homosexual
transmission was uncommon among newHIV-1 diagnoses in
Africans vs. non-Africans.
Nearly a third of foreigners (Africans and Latin Americans)
presented with a count of fewer than 200 CD4 cells at diag-
nosis, suggesting long-term infection before HIV-1 diagnosis.
We can suspect a longer infection time among Africans than
Latin Americans considering the more advanced CDC stage
(as previously reported30,31) and the lower number of observed
recent HIV-1 infections. Thus, it is fundamental that health
educational programs are started both in developing regions
and among immigrant communities in Western countries to
increase the awareness about HIV infection and treatment re-
sources and to reduce the stigma associated with HIV or the
misperception of disease risk.31 Access to and linkage of care
for persons undergoing treatment must be ensured.
Tuberculosis, the leading cause of death among people
with HIV infection worldwide,33 was the most common op-
portunistic infection in our series of African immigrants.
Helminthic and protozoal infections were highly prevalent
among newly HIV-diagnosed Africans, mainly in those with
deeper immunosuppression. Other asymptomatic but rele-
vant conditions found in HIV-infected Africans were filaria-
sis, strongyloidiasis, and schistosomiasis. Our data support
the need for evaluation of parasitic infection in HIV-1-infected
African immigrants, even though absolute or relative eosin-
ophilia is not present. Moreover, it emphasizes the necessity
Table 3. HIV-1 Variants among Newly HIV Diagnosed Subjects with Available
Subtype According to their Origina
% of HIV-1 subtyped subjects
Control group (n¼ 125)
HIV-1 variant (gag=pol=env) Africans (n¼ 66) South Americans (n¼ 39) Europeans (n¼ 86) p
Subtype B 3 (2=66) 92 (36=39) 91 (78=86) <0.001
Non-B subtypes and intersubtype recombinants 97 (64=66) 8 (3=39) 9 (8=86) <0.001
‘‘Pure’’ non-B subtypes 18 (12=66) 0 (0=39) 5 (4=86) <0.001
Recombinant forms (CRFþURF) 79 (52=66) 8 (3=39) 5 (4=86) <0.001
CRF 61 (32=52) 100 (3=3) 75 (3=4) NS
URF 38 (20=52) 0 (0=3) 25 (1=4) NS
aNon-B subtypes and intersubtype recombinants include all the variants not ascribed to subtype B. Among them, two categories can be
distinguished: pure non-B and recombinant non-B. We considered as ‘‘pure’’ non-B subtypes those presenting the same non-B subtype in all the
regions analyzed. Recombinant forms are those with different subtypes or the same recombinant sequence in any region. At the same time,
recombinants can be subdivided into CRF (circulating recombinant forms) and URF (unique recombinant forms); NS, not significant (p >0.05).
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Table 4. Characterization of the HIV-1 Variants Infecting the African Group
and Accession Number of the Analyzed Sequencesa
HIV-1 subtype GenBank accession numbers
No.
Country
of origin gag pol (PR=RT) gp41 gag pol (PR=RT) gp41
1 EG CRF02_AG CRF02_AG URF(A) EU342785 EU255308 EU342828
2 EG C C=C C EU342786 EU255465=255476 EU342829
3 EG A A=A URF(A) EU342787 EU255375 EU342830
4 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342789 EU255376 EU342832
5 EG CRF11_cpx CRF11_cpx CRF11_cpx EU342790 EU255378 EU342833
6 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342791 EU255468 EU342834
7 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342792 EU255379 EU342835
8 EG F2 F2=F2 F2 EU342793 EU255380 EU342836
9 EG CRF11_cpx CRF11_cpx CRF11_cpx EU342794 EU255381 EU342837
10 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342795 EU255382 EU342838
11 EG Neg H=H Neg — EU255383 —
12 EG A CRF01_AE A EU342796 EU255384 EU342839
13 Nigeria G G=G G EU342797 EU255391 EU342840
14 Kenya URF CRF10_CD A EU342798 EU255389 EU342841
15 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342800 EU255385 EU342843
16 EG C C=C C EU342802 EU362922 EU342846
17 EG Neg CRF10_CD D — EU342817 AY751065
18 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342803 EU255388 EU342848
19 EG n.d. Neg CRF02_AG — — EU342849
20 EG CRF11_cpx CRF11_cpx CRF11_cpx EU342806 EU342806 —
21 EG n.d. Neg B — — EU362925
22 EG URF C=C CRF02_AG EU342807 EU255386 EU342853
23 EG CRF22_01A1 CRF22_01A1 CRF22_01A1 EU342808 EU342808 —
24 EG Neg CRF02_AG CRF02_AG — EU342822 EU342855
25 Nigeria n.d. G=G CRF14_BG — EU342823 EU342856
26 EG Neg CRF11_cpx URF — EU342825 EU342858
27 EG CRF06_cpx CRF06_cpx CRF02_AG EU342809 EU255507 EU342859
28 EG Neg C=C URF — EU255513 EU342860
29 EG Neg A=A URF — EU342826 EU342861
30 EG n.d. CRF02_AG CRF02_AG — EU255524 EU342862
31 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342810 EU342810 —
32 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342811 EU255522 EU342865
33 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342812 EU255530 EU342866
34 EG Neg URF URF — EU255373 EU342867
35 EG CRF02_AG CRF02_AG CRF02_AG EU342813 EU255529 EU342868
36 EG Neg CRF11_cpx URF — EU255525 EU342870
37 EG A Neg URF EU342815 — EU342871
38 DRC Neg CRF11_cpx URF — EU255510 EU342872
39 EG n.d. G=G n.d. — EU362924 —
40 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255527 —
41 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU362923 —
42 Nigeria n.d. CRF02_AG n.d. — EU342827 —
43 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU545186 —
44 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU362926 —
45 EG n.d. URF(D) n.d. — EU362927 —
46 EG n.d. URF(02=06) n.d. — EU362928 —
47 EG n.d. URF(A=01) n.d. — EU545187 —
48 EG n.d. URF(02=06) n.d. — EU545188 —
49 IC n.d. CRF02_AG n.d. — EU545189 —
50 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255355 —
51 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU545190 —
52 EG n.d. F2 n.d. — EU545191 —
53 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255307 —
54 EG n.d. G n.d. — EU545192 —
55 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255360 —
56 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255309 —
57 Cameroon n.d. CRF02_AG n.d. — EU255528 —
58 EG n.d. G n.d. — EU545193 —
59 EG n.d. A n.d. — EU545194 —
60 EG n.d. G n.d. — EU255342 —
61 EG n.d. CRF02_AG n.d. — EU255354 —
(Continued)
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of increasing awareness among clinicians regarding the oc-
currence of these parasites in this population.
Malaria is, together with HIV and tuberculosis, the most
important pathogen that is currently devastating the tropics.
Complex bidirectional interactions between infection with P.
falciparum and HIV have been found. Malaria has been asso-
ciated with a transitory higher viral load and lower CD4
counts34 and could increment HIV replication, accelerating
the course of HIV disease.35 In contrast, HIV infection appears
to increase only modestly the risk of parasitemia and clinical
malaria in semiimmune adults in regions of stable and heavy
transmission.35 A high rate of asymptomatic malaria, detect-
able only by molecular techniques, was found as most of our
HIV-1-infected Africans came from West African regions of
stable malaria transmission. Acquired immunity plays an
important role in the clearance of parasites and severe im-
munosuppression might facilitate the persistence of malaria.
As malaria is common in recent HIV-infected African immi-
grants, efforts should be taken for its diagnosis and treatment,
particularly in themost severely immunosuppressed subjects.
A limitation of our study is that most of our HIV-1 Africans
came from Central-Western Africa. A longer-term follow-up
is also necessary. The profile of sub-Saharan HIV-infected
immigrants varies widely from that of the usual HIV-infected
individuals in Spain. Regarding theHIV-1 diversity, the study
would bemore accurate if non-Africanswere further analyzed
in other genetic regions. It would probably be useful to detect
the heterogeneity we cannot perceive with only pol analysis.
Finally, more advanced immunodeficiency, the coexistence of
parasitic diseases, and infectionswith a large diversity of HIV-
1 non-B and recombinant variants are expected.
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